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Las matrices o membranas orgánicas participan en procesos de nucleación heterogénea, 
crecimiento cristalino y morfogénesis de los biominerales. Estas membranas también se 
usan en la síntesis artificial de minerales con el fin de replicar estas funciones que ejercen 
en la biomineralización. En este trabajo se evaluó la utilidad de estas membranas para la 
síntesis artificial y biomimética de fosfatos de calcio similares a las bioapatitas humanas 
(cómo los huesos y dientes) en composición, procesamiento y propiedades fisicoquímicas 
y de esta manera proponer nuevos métodos para crear materiales con posibles 
aplicaciones para la odontología restauradora. Objetivo: evaluar la utilidad de una 
membrana orgánica para inducir el crecimiento de sales de calcio poco solubles en 
medios acuosos. Materiales y métodos: en un diseño experimental creado 
especialmente para este estudio se mineralizaron membranas orgánicas bajo condiciones 
biomiméticas de composición iónica, temperatura, pH y sobresaturación de iones de 
calcio y fosfato. Las membranas mineralizadas se caracterizaron a través de microscopía 
electrónica de barrido (SEM1), espectroscopía de energía dispersiva (EDX2) 
espectroscopía Infrarroja transformada de Fourier (FTIR3), espectroscopía Raman y 
difracción de rayos X (XRD4). Resultados: se confirmó la formación de minerales en 
todas las membranas orgánicas, sin embargo, sólo en algunas de las condiciones 
experimentadas pudo obtenerse la síntesis de minerales similares a la 
bioapatita. Conclusiones:  las membranas orgánicas pueden utilizarse para formar sales 
de fosfato de calcio con características similares a las bioapatitas. Por lo tanto, dicho 
proceso puede adaptarse para crear materiales biomiméticos con posibles aplicaciones 
para la restauración dental. 
                                                 
1
 Scanning Electron Microscopy (SEM), por sus siglas en inglés. 
2
 Energy Dispersive X-ray Spectroscopy (EDX), idem. 
3
 Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FTIR), idem. 
 
4
 X-ray Diffraction (XRD), idem. 
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The organic membranes (or matrices) participate in biomineralization processes such as 
heterogenous nucleation, crystal growth and biomineral morphogenesis. These 
membranes are also used in the artificial synthesis of minerals to replicate the processes 
that they develop in biomineralization. In this work, we evaluated the utility of these 
membranes in the artificial and biomimetic synthesis of calcium phosphates similar to 
human bioapatites (such as bones and teeth) in composition, manufacturing and physico-
chemical properties, and therefore to propose new methods to create materials with 
potential uses in restorative dentistry. Aim: evaluate the utility of an organic membrane to 
induce the growth of low soluble calcium salts in aqueous media. Materials and methods: 
The organic membranes were mineralized in an experimental design specially created for 
this study, with biomimetic conditions of ionic composition, temperature, pH and 
oversaturation of calcium and phosphate ions. The mineralized membranes were 
characterized by Scanning Electron Microscopy (SEM), Energy Dispersive X- ray 
spectroscopy (EDX), Raman spectroscopy and X-ray diffraction. Results: mineral 
deposition was confirmed in every treated membrane. However, just with some 
experimental conditions, minerals like bioapatite were obtained. Conclusions: The 
organic membranes can be used to induce the growth of calcium salts with characteristics 
like human bioapatites. The process used in this research, could be adapted to create new 
biomimetic materials with potential applications in dental restoration. 
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Lista de Abreviaturas 
Abreviatura Término 
+14d 
Mineralización con modificación a 14 días de síntesis (14d) (pH 7.4, 
37°C) 
α-TCP α-Fosfato tricálcico (en inglés α-tricalcium phosphate) 
β-TCP β- Fosfato tricálcico (en inglés β-tricalcium phosphate) 
ACP Fosfato de calcio amorfo (en inglés amorphous calcium phosphates) 
CaCO3 Carbonato de calcio  
CCP Cloruro de cetil piridinio 
+CCP 
Mineralización con adición de CCP (pH 7.4, 37°C y evaluación los días 
1,3 y 5) 
CH3COOH Ácido acético 
CDHA 
Hidroxiapatita deficiente en calcio (en inglés calcium-deficient 
hydroxyapatite) 
COD Crystallographic Open Database 
DCPA Fosfato dicálcico anhidro (en inglés monocalcium phosphate anhydrous) 
DCPD 
Fosfato dicálcico dihidratado (en inglés dicalcium phosphate dihydrate, 
mineral brushite) 
EDTA-Na2 Ácido etilendiaminotetracético sal disódica 





Est. Mineralización estándar (pH 7.4, 37°C y evaluación en los días 1, 3 y 5) 
FA Fluorapatita (en inglés fluorapatite) 
FTIR espectroscopía Infrarroja transformada de Fourier 
HA, HAp Hidroxiapatita (en inglés hydroxyapatite) 
MCH Membrana de cáscara de huevo 
HCl Ácido clorhídrico 
LSS Lauril sulfato de sodio 
+LSS 
Mineralización con adición de LSS (pH 7.4, 37°C y evaluación los días 
1,3 y 5) 
MCPA Fosfato monocálcico anhidro (monocalcium phosphate anhydrous) 
MCPM 
Fosfato monocálcico monohidratado (en inglés monocalcium phosphate 
monohydrate) 
M. PSS Membrana de poliestireno sulfonado (PSS) 
OA Oxiapatita (en inglés oxyapatite) 
OCP Fosfato Octacálcico (en inglés Octacalcium phosphate) 
pH+1 
Mineralización con modificación del pH de 7.4 a 8.4 (37°C y evaluación 
los días 1,3 y 5) 
pH+2 
Mineralización con modificación del pH de 7.4 a 9.4 (37°C y evaluación 
los días 1,3 y 5) 
PSS Poliestireno sulfonado 





Mineralización con modificación iónica: el SBF se cambió por agua 
desionizada (pH 7.4, 37°C y evaluación el día 5) 
SEM 
Microscopía electrónica de barrido (en inglés scanning electron 
microscopy) 
Sep. Acético  
Membrana de cáscara de huevo (MCH) separada mediante disolución del 
mineral de la cáscara con ácido acético (CH3COOH) 
Sep.M Membrana de cáscara de huevo (MCH) separada manualmente. 
Sep. EDTA 
Membrana de cáscara de huevo (MCH) separada mediante disolución del 
mineral de la cáscara con ácido etilendiaminotetracético sal disódica 
(EDTA-Na2) 
Sep. HCl 
Membrana de cáscara de huevo (MCH) separada mediante disolución del 
mineral de la cáscara con ácido clorhídrico (HCl) 
T.40 
Mineralización con modificación de la temperatura a 40°C (pH 7.4 y 
evaluación en los días 1, 3 y 5) 
Ter. Tergitol NP10 
+Ter. 
Mineralización con adición de Ter (pH 7.4, 37°C y evaluación los días 1,3 
y 5) 
TRIS Tris-hidroximetil aminometano 
TTCP Fosfato tetracálcico (en inglés tetracalcium phosphate) 
USP United States Pharmacopeia 
XRD 









Para realizar restauraciones dentales y así enfrentar los problemas funcionales y estéticos 
causados por patologías comunes en la práctica odontológica como la caries, el trauma 
oclusal y demás afecciones parecidas, el odontólogo cuenta con varios tipos de 
materiales restauradores. No obstante, estos materiales ya sean metálicos, poliméricos o 
cerámicos, han presentado diversos problemas que comprometen no solo la longevidad 
de las restauraciones sino también la integridad de los tejidos orales circundantes y, en 
general, un resultado satisfactorio del tratamiento.    
Por una parte, aunque los materiales metálicos, como la amalgama, han presentado una 
considerable longevidad en tratamientos restaurativos, existe en ellos una gran toxicidad 
—por ejemplo, la toxicidad causada por el mercurio de la amalgama de plata— que, 
sumada a sus propiedades ópticas deficientes, puede causar la pigmentación de los 
tejidos circundantes como el esmalte, la dentina y el epitelio gingival.  Por estas razones, 
y como contrapeso a su longevidad, dicho material necesita de una destrucción 
considerable del tejido dental sano para poder crear cavidades retentivas (1). Por otro 
lado, si, para evitar los problemas causados por el material metálico, se decide usar las 
resinas compuestas, aun cuando, en efecto, éstas presentan mejores propiedades ópticas 
y conservan más la estructura dentaria en el proceso de preparación, se debe enfrentar 
entonces el problema de que su longevidad es mucho menor y se fracturan con más 
frecuencia que el material metálico (amalgama). Además, este material presenta el grave 
problema de que acumula fácilmente placa bacteriana y propicia, por este medio, la caries 
secundaria, con lo que desencadena, además, la eventual desadaptación de las 
restauraciones. Por último, también es importante anotar que las resinas compuestas 
contienen, en su estructura, monómeros como el TEGDMA, HEMA y UDMA5, partículas 
que han sido asociadas a mecanismos de genotoxicidad por estrés oxidativo. Esta 
toxicidad es un importante factor disuasivo sobre su uso como material restaurado, ya 
                                                 
5
 Dimetacrilato de trietilenglicol (Triethylene glycol dimethacrylate (TEGDMA)), metacrilato de hidroxietilo (2-hydroxyethyl 
methacrylate (HEMA)), uretano dimetacrilato (Urethane dymethacrylate (UDMA)) 
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que, además de afectar los tejidos blandos orales —el tejido pulpar y  el epitelio gingival 
— también se relacionan con la oncogénesis (1–3). 
Por su parte, las restauraciones con materiales cerámicos presentan buenas propiedades 
ópticas y mecánicas,  además de tener una citotoxicidad más baja que los tipos de 
restauración  mencionados (4). Sin embargo, ni su composición química ni su 
microestructura se parecen a las de los tejidos dentales mineralizados: las cerámicas de 
uso odontológico contienen, en su composición química, elementos como Silicio (Si), 
Zirconio (Zr) e  Itrio (I), entre otros (5) que son ajenos a la composición química propia de 
los tejidos dentales mineralizados:  fósforo y calcio en forma de bioapatita.  
Cabe resaltar, sobre todo, que los demás materiales de restauración antes mencionados 
(metálicos y resinosos) adolecen de la misma falta de compatibilidad con los tejidos 
dentales mineralizados como el esmalte y la dentina. Estos últimos tejidos en realidad 
están compuestos de fosfatos de calcio en forma de bioapatitas (6). Además, estas 
formaciones biominerales, como el esmalte y la dentina, tienen una microestructura única, 
en gran parte responsable de sus propiedades ópticas y mecánicas tan particulares. Así 
pues, mientras por su lado la microestructura de los materiales metálicos, resinosos y 
cerámicos es isotrópica —es decir que presenta un aspecto y unas propiedades similares 
en cualquiera de los cortes en los que se las observe—, por el otro, la microestructura del 
diente en realidad se presenta como un complejo arquitectónico organizado 
jerárquicamente. Es decir que sus propiedades son diferentes dependiendo de la escala y 
la dirección en la que se haga el corte de observación. Esto es así debido a que son 
materiales especializados y rediseñados evolutivamente para una función biológica 
específica a través de miles de millones de años de selección artificial (7,8). 
En este sentido, los biominerales como el esmalte y la dentina dental se caracterizan por 
haber sido formados a través de un procesamiento especializado que ha sido controlado 
por el organismo, procesamiento del cual carecen los procesos de mineralización 
geológicos y sintéticos. Así pues, es característico de dicho procesamiento que, durante 
su desarrollo, las células de los organismos elaboran matrices orgánicas, las cuales 
determinan e influyen tanto en los aspectos químicos que intervienen en la nucleación, 




Se puede ver entonces que, al estudiar las características —como la composición 
química, la microestructura y el procesamiento— de los tejidos dentales que se quieren 
restaurar, es posible concluir que las características de los materiales restaurativos que se 
han venido utilizando en la práctica odontológica difieren en diversos aspectos de dichos 
tejidos dentales originales. Sin mencionar, además, que dichos materiales restaurativos 
presentan problemas de compatibilidad biológica la cual, en algunos casos, implica una 
considerable toxicidad que puede afectar al paciente, al odontólogo o al personal que 
trabaja con ellos.  
Es por estas razones que hemos decidido realizar una aproximación biomimética para la 
creación de materiales restaurativos más apropiados, es decir, crear materiales 
restaurativos con composición química y microestructura similares a las de las bioapatitas 
propias del tejido dental original, a través de la imitación controlada, bajo condiciones 
experimentales, de las condiciones en las cuales se da el procesamiento natural de los 
biominerales dentales.  
Por supuesto, no somos los primeros en proponer una aproximación de este tipo para la 
investigación de nuevos materiales restaurativos. Existen ya investigaciones en las que se 
han ensayado diversos métodos para elaborar materiales sintéticos similares a las 
bioapatitas (10). Sin embargo, es común de dichos métodos, que, a la hora de crear las 
condiciones propicias para el procesamiento del biomineral, se experimente con 
condiciones extremas de temperatura, presión y pH, los cuales evidentemente exceden 
los límites fisiológicamente posibles bajo los cuales se desarrolla naturalmente el proceso 
de biomineralización. Es de notar, además, que dichos métodos tampoco han tenido en 
cuenta el papel de las matrices orgánicas en la elaboración del biomineral a la hora de 
recrear las condiciones de procesamiento.  
Así pues, para la experimentación propuesta, hemos elegido trabajar con la membrana de 
cáscara de huevo como material de base a partir del cual sería posible elaborar 
materiales sintéticos de las bioapatitas. Esta decisión está basada en el hecho de que la 
membrana de cáscara de huevo es un material que, en condiciones naturales, nuclea un 
biomineral —la cáscara de huevo—, lo cual la diferencia de otras membranas o matrices 
— como celulosa ó quitosano (11–14).— con las que ya se ha experimentado dentro del 




Además, nos han persuadido para esta decisión tanto la facilidad de adquisición de dicho 
material como el hecho de que, al ser principalmente un desecho orgánico del consumo 
diario de las personas, es posible contribuir, a través de su utilización en la creación de 
materiales dentales, al uso de materiales sostenibles (15). 
En resumen, las membranas o matrices orgánicas tienen un rol activo en la biosíntesis de 
fosfatos de calcio, y también podrían ser útiles en la síntesis artificial de sales de calcio. 
En este trabajo estudiamos cómo, al imitar el procesamiento biológico de las bioapatitas 
—es decir utilizando una membrana orgánica de cáscara de huevo en la síntesis artificial 
de fosfatos de calcio— es posible eventualmente obtener minerales con propiedades 
fisicoquímicas similares a las de las bioapatitas dentales (16). De esta manera, se 
pretende contribuir a una futura aplicación de los conceptos de biomineralización mediada 





1. Marco teórico 
 
Los procesos que dan lugar a la formación de los materiales complejos que son las 
bioapatitas y en particular, en los que interviene una membrana orgánica que son  los 
que tratamos de imitar de manera experimental y artificial —.también utilizando una 
membrana orgánica—, se enmarcan dentro de un área de estudio que se conoce como 
biomineralización. 
La biomineralización es la producción de minerales por organismos biológicos, dichos 
minerales son altamente especializados, gracias también a un procesamiento complejo, 
producto de la evolución adaptativa de las especies. Actualmente, el estudio de la 
biomineralización es multidisciplinar, pues el conocimiento acerca de estos materiales 
resulta útil para varias áreas, como la odontología, en donde se trabaja constantemente 
con biominerales dentales y que busca constantemente materiales restauradores para 
los mismos. 
1.1 Biomineralización 
Para conocer las propiedades que necesitaría tener un material biomimético dental, se 
deben primero comprender las características químicas, físicas y estructurales de los 
tejidos dentales mineralizados mismos, y para esto es indispensable reconstruir los 
procesos que dieron paso a la formación de dichos tejidos dentales, es decir el proceso 
de biomineralización en la odontogénesis. 
 
Nuestro interés dentro del campo general de la biomineralización es el campo que 
corresponde a la mineralización activa y controlada, que es la que sucede durante la 
odontogénesis. Cuando la biomineralización es activa, entonces,  las células del 
organismo controlan y dirigen un proceso de construcción de minerales con estructuras 
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en gradiente, los cuales presentan propiedades anisotrópicas y una arquitectura 
jerárquica (17).  
 
Estas características del biomineral se logran gracias a ciertos procesos y elementos 
específicos de la biomineralización activa y controlada, algunos de estos son (17,18): 
 
 La presencia de compartimentos limitados dentro del organismo, principalmente 
las vesículas y los espacios entre las células (extracelulares), los cuales se 
encuentran aislados de los otros ambientes biológicos. Estos espacios limitados, 
donde se desarrollará el biomineral, determinan la forma y el tamaño que este 
tendrá al final del proceso. 
 La elaboración, previa al proceso de la formación de cristales minerales, de una 
matriz organizada estructuralmente, compuesta por macromoléculas insolubles. 
Esta matriz orgánica no sólo interviene en el proceso de biomineralización, sino 
que además va a constituir parte integral del biomineral elaborado.  
 El control de la composición química del biomineral a través de la difusión 
selectiva y limitada de los iones precursores.  
 
1.2 Aspectos químicos de la biomineralización 
 
Dadas estas características de la biomineralización, se hace necesario profundizar en los 
aspectos químicos que explican en qué condiciones y de qué manera sucede la 
precipitación controlada de las sales del biomineral. Estos aspectos son principalmente: 
solubilidad, producto de solubilidad, sobresaturación, nucleación heterogénea y 
crecimiento de cristales.   
 
La solubilidad es una medida que indica hasta qué punto y en qué condiciones los 
precursores de las sales del biomineral, que se encuentran en un ambiente acuoso y se 
presentan de forma ionizada, se precipitarán en forma de partículas sólidas insolubles. 
Así pues, se sabe que sólo una cantidad específica de moles soluto —iones de fosfato o 
de calcio en el caso específico de mineral dental— se disolverán en una cantidad dada 
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de solvente bajo una temperatura específica (19). Sin embargo, en la formación de 
biominerales existen situaciones especiales que modifican la solubilidad, entre otras, las 
sustituciones iónicas en la red cristalina y la diferencia de tamaño del cristalito6.  
 
Por otra parte, la medida a partir de la cual se determinan dichas condiciones 
termodinámicas propicias para la precipitación de sales inorgánicas7 (17–19) se conoce 
como producto de solubilidad, —es decir, el producto de la actividad o producto de 
las concentraciones efectivas— de los cationes (M+) y aniones (X-) de la solución en 
equilibrio con la fase sólida.  
 
Además, para que suceda la precipitación, dichas especies iónicas necesitan estar en 
condiciones de sobresaturación    .  La sobresaturación sucede cuando una solución 
excede la cantidad máxima de soluto soluble, el sistema se desestabiliza y entonces 
genera una serie de cambios termodinámicos que favorecen la nucleación, es decir la 
formación del mineral que comienza como una agrupación en pequeños núcleos. En la 
biomineralización, el organismo ejerce control sobre la sobresaturación a través de la 
difusión selectiva de iones con la ayuda de matrices, canales iónicos y enzimas. En este 
proceso, dichas matrices cumplen una función fundamental, dado que además de ejercer 
control en la difusión de iones (sobresaturación), también actúan como una superficie 
que favorece las condiciones termodinámicas para la precipitación de los iones en 
núcleos organizados (nucleación heterogénea) (17).  
 
Dichos núcleos minerales necesitan alcanzar un tamaño ideal (tamaño crítico) para 
permanecer estables. Así comienza el crecimiento de cristales, esto es, un proceso 
donde los iones y moléculas (o unidades de crecimiento) se agrupan de nuevo sobre la 
superficie de manera similar a como sucede en la nucleación heterogénea (21). Este 
proceso se repite y continúa hasta que se forman cristales cada vez más grandes. 
                                                 
6
 A menor tamaño de los cristalitos del biomineral la proporción superficie/volumen es mayor y, por lo tanto, 
la energía superficial tiende a dominar sobre la energía de la red. Esto quiere decir que los cristales 
pequeños tienden a tener mayor energía superficial y por lo tanto se disuelven en presencia de cristales más 
grandes, con lo cual contribuyen a que estos últimos sigan creciendo. Esta relación también es importante 
para entender las vías de cristalización de los biominerales. De acuerdo con la ley de fases de Ostwald-
Lussac la formación de un cristalito estable sucede a través de varias fases de menor estabilidad (20).  
 
7
 El producto de solubilidad es difícil de determinar en los organismos ya que, debido a la gran diversidad de iones 
presentes en ambientes acuosos fisiológicos,la formación de complejos moleculares varía constantemente. 
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La teoría del crecimiento de cristales propone diversos mecanismos para explicar la 
formación de los cristales. Dichos mecanismos funcionan de manera distinta 
dependiendo de si hay alta o baja saturación. Según la teoría de adsorción por capas, 
en condiciones de alta sobresaturación, aunque las unidades de crecimiento entran en 
contacto con la superficie del cristal, éstas no se integran de manera inmediata, sino que 
buscan los sitios más propicios para unirse a ella. La superficie misma propicia este 
movimiento a través de escalones (steps) y esquinas (kinks), es decir, los sitios a donde 
van a ser adsorbidas las unidades de crecimiento (Ilustración 1). Este proceso continúa y 
se repite a través de la acumulación de las unidades de crecimiento y su organización en 
nuevos escalones y esquinas, lo cual requiere de altos niveles de energía y de 
sobresaturación en la solución (22).  
No obstante, se sabe que los organismos actúan de manera recursiva en el uso de 
energía, por lo que otras teorías de crecimiento cristalino, que tienen en cuenta este 
aspecto, podrían dar una mejor explicación del crecimiento de cristales en la 
biomineralización. Según una de dichas teorías, en niveles bajos de sobresaturación —
como los que manejan los organismos— el crecimiento de cristales surge por 
dislocaciones en espiral alrededor de un eje fijo (Ilustración 2), esta teoría se conoce 
como dislocación en tornillo (22).  
 
Ilustración 1. Teoría de adsorción por capas, modelo de Kossel-Stranski. Una vez las unidades de crecimiento se adsorben 
en la superficie éstas se deslizan a través de la terraza (terrace) hasta sitios de menor energía superficial como los 
escalones (steps) y las esquinas (kinks) (Ilustración tomada de 4). 
 




Como se ha dicho, en todos los procesos químicos involucrados en la biomineralización, 
la matriz orgánica cumple diversas funciones esenciales, sea cual sea la teoría de 
cristalización que se acepte. Por ello ahora abordaremos a profundidad los aspectos 
específicos del funcionamiento de dichas membranas o matrices orgánicas.  
1.3  Membranas orgánicas en la biomineralización 
Durante la biomineralización controlada las células elaboran una matriz o membrana con 
varios tipos de macromoléculas. Según parece, dicha matriz cumple una función activa 
durante el proceso de biomineralización (17). Algunas de las funciones más importantes 
que se asocian con la membrana son: 
 
 Delinear y organizar microambientes para el crecimiento controlado de los 
cristales minerales. 
 Favorecer y orientar la nucleación heterogénea. 
 Proveer un soporte mecánico para el biomineral. 
 
El armazón de la matriz orgánica está conformado por dos capas, una compuesta por 
macromoléculas hidrofóbicas e insolubles anclada a otra, la cual está compuesta por 
macromoléculas hidrofílicas. La capa hidrofóbica determina la estructura y biomecánica 
de la matriz orgánica, y la superficie hidrofílica  contiene los componentes funcionales 
que controlan la nucleación (17,24). Por ejemplo, en el hueso y la dentina, el colágeno es 
la principal proteína estructural que conforma la capa hidrofóbica; esta capa de proteínas 
se relaciona con otras macromoléculas —como glicoproteínas (p ej., osteopontina y 
osteonectina) y proteoglicanos (p ej. condroitín y queratán sulfato)— que constituyen la 
capa hidrofílica y que contienen cadenas laterales con grupos funcionales cargados (p ej. 
carboxilo) involucrados en la nucleación (17,25). 
 
El hecho de que las matrices tengan esta estructura propicia la formación de 
microambientes favorables para la mineralización. Además, al crear espacios limitados, 
la forma de la matriz determina también la forma y el tamaño del mineral, así como, por 




Existen varias teorías que intentan explicar de qué manera logra la matriz orgánica 
favorecer la nucleación. Todas coinciden en que, para lograr dicha agrupación por 
núcleos, la matriz reduce la energía de activación8 a través de varios tipos de 
reconocimiento molecular interfacial9 como: 
 
 Acumulación electrostática o ionotropía: en su superficie, la matriz tiene 
organizados varios ligandos con grupos funcionales cargados, los cuales se unen 
con los iones precursores de la fase mineral. Estos ligandos pueden agruparse 
dentro de concavidades o bolsillos para así promover la nucleación en sitios 
específicos de la matriz (17,24). 
 
 Concordancia estructural: en la matriz orgánica, los sitios de unión pueden 
estar ordenados bajo ciertas estructuras particulares, es decir, a distancias 
determinadas entre los distintos grupos funcionales, lo cual influye tanto en la 
dirección de crecimiento de los cristales como en la forma que toman los mismos 





Ilustración 3. Nucleación por concordancia estructural en la interfaz orgánica-inorgánica (17). 
 
 Correspondencia estereoquímica: las macromoléculas de la matriz orgánica 
están en constante movimiento, por lo tanto la nucleación se inicia sólo en las 
                                                 
8
 Barrera energética que debe romperse para formar un núcleo estable en una solución sobresaturada     
   con un 
tamaño crítico      (17). 
9
 Es el proceso por el cual la interfaz orgánica y la interfaz inorgánica interactúan gracias a la complementariedad de sus 




ocasiones en que determinadas condiciones de la solución y de las moléculas de 
la matriz —como la fuerza iónica o el nivel de sobresaturación— se alcanzan (24). 
 
Además de las funciones que cumple en la nucleación y en la construcción del 
biomineral, la matriz orgánica actúa como soporte en la estructura final del biomineral. 
Esto se debe a que los diseños de las matrices orgánicas permiten, una vez está 
formado el biomineral, usar la menor cantidad de mineral posible para desempeñar la 
función biológica de manera adecuada y efectiva. En general, la relación entre la matriz 
orgánica y el mineral inorgánico causa que los biominerales adquieran propiedades 
mecánicas únicas, especialmente diseñadas para mejorar la resistencia mecánica, el 
movimiento, la protección de otros tejidos, la capacidad de corte, etc. (17). En el caso 
que nos concierne, es decir, el de la biomineralización en la odontogénesis, se trata de 
biominerales compuestos por calcio. Por ello continuaremos con una mirada en 
profundidad de la formación de biominerales a partir del calcio.  
1.3.1 El calcio en la biomineralización  
El calcio es uno de elementos más abundantes en masa en el planeta (26) y conforma el 
grupo más amplio de biominerales. El carbonato de calcio CaCO3 (27), que se encuentra 
principalmente en animales marinos, es la composición mineral de calcio más frecuente. 
No obstante, también en animales vertebrados es habitual encontrar minerales 
compuestos por fosfatos de calcio, como las bioapatitas (27).  
 
De los minerales de carbonato de calcio, la calcita es el polimorfo más estable; los 
cristales de calcita son trigonales y pueden empaquetarse en estructuras muy densas 
(20). Gracias a esto, la calcita conforma varios tipos de biominerales como cáscaras de 
huevos avícolas, conchas marinas y espinas de moluscos (17,20). En la Tabla 1 se listan 










Polimorfo Fórmula Biomineral en que se presenta 
Calcita CaCO3 Cáscara de huevo avícola 
Exoesqueleto de cocolitóforos, foraminífera y 
moluscos 
Aragonita Exoesqueleto de moluscos, sensor de gravedad de 
peces. 
Vaterita Exoesqueletos de gasterópodos. 
Amorfo CaCO3 –
nH2O 
Cutícula de crustáceos 
 
Tabla 1. Ejemplos de los polimorfos de carbonato de calcio. El carbonato de calcio amorfo puede tener varias 
moléculas de agua (-nH2O). Tomado de (17). 
 
1.3.2 Estructura de la cáscara de huevo y de la cáscara de huevo 
de gallina 
Tal como lo muestra la Tabla 1, la cáscara de huevo es uno de los biominerales de 
carbonato de calcio más frecuentes en la naturaleza, además, su biomineralización es 
una de las que sucede más rápidamente. La composición de este biomineral es de 95% 
de mineral de carbonato de calcio10 (en forma de calcita) y 3.5% de material orgánico 
(principalmente proteínas, proteoglicanos y glicoproteínas11) (30). La cáscara de huevo, 
entre otras cosas, es un material que cumple funciones imprescindibles para la 
reproducción de todas las especies de aves, ya que protege al embrión, durante su 
desarrollo, de ambientes microbiológicos o físicos nocivos. Esta función de protección la 
cumple, además, mientras también permite el intercambio de gases y de humedad entre 
el embrión y el ambiente; y constituye un reservorio de calcio que puede ser usado por el 
embrión cuando se hace necesario (28).  
La cáscara de huevo es un biomineral acelular que se sintetiza con pH y temperatura 
fisiológicos. En el caso específico de la cáscara de huevo de gallina, su estructura se 
puede describir como compuesta por cuatro capas, desde la más externa a la más 
                                                 
10
 Tiene además fósforo, magnesio y trazas de otros elementos (28). 
11




interna, las cuales son, respectivamente: cutícula, capa en empalizada, capa mamilar y 




Ilustración 4. Esquema de la organización de la cáscara de huevo de gallina. En la capa en empalizado se 
ilustran tres zonas: zona de cristales verticales, zona central y zona de conos. Tomado de (33). 
 
La cutícula es la capa más externa que cubre la cáscara. Está compuesta por 
glicoproteínas y cristales de hidroxiapatita. Además, provee pigmento y bloquea los poros 
de la cáscara para disminuir la propagación bacteriana desde el medio exterior hacia el 
interior del huevo (34). 
La capa en empalizada es, entre todas, la capa específicamente mineral, y está formada 
por columnas de cristales de calcita. En estas columnas se identifican tres zonas, 
caracterizadas por la orientación de los cristales: la zona de conos, la zona central y la 
zona de cristales verticales (Ilustración 4) (35).  
La capa mamilar está conformada por unidades llamadas mamilas (mamillae ingl.), es 
decir, nódulos compuestos por materia orgánica y un cuerpo de reserva de calcio 
localizado entre las fibras de la membrana. La materia orgánica contiene un 
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proteoglicano tipo queratán sulfato sobresulfatado llamado Mamillan (ingl.), el cual 
cumple la función de atraer el calcio para la nucleación de la calcita y del cuerpo de 
reserva de calcio. Dicho Mamillan contiene cristales de carbonato de calcio en forma 
esferulítica, los cuales contribuyen a la movilización de calcio durante todo el proceso 
(28).  
La siguiente capa, la capa de membranas, está conformada por tres tipos distintos de 
membranas que se forman de manera secuencial durante el paso a través del oviducto12 
(33), dichas membranas son: la membrana limitante, la membrana interna y la membrana 
externa. 
Dichas membranas se diferencian por su estructura, orientación y composición ( 
Tabla 2). La membrana externa tiene mayor grosor que las demás y está localizada debajo 
de la capa mamilar y por lo tanto está intrínsecamente relacionada con esta. La 
membrana interna, de menor grosor que la externa, está entrelazada con la membrana 
externa, aunque está separada de ésta en la zona de la cámara de aire del huevo. Y por 
último, la membrana limitante es una membrana delgada que rodea al albumen (36).  
Las fibras de las membranas externa e interna de la cáscara de huevo (MCH) presentan 
un núcleo de alta densidad y abundante en colágeno, rodeado por un manto glicoproteico 
de menor densidad. Tanto núcleo como manto difieren en composición para cada 
membrana, según han mostrado los estudios de los cortes trasversales de las fibras 
observados con el microscopio electrónico de transmisión (TEM), (Ilustración 5, Tabla 2). 
                                                 





Ilustración 5. Elementos de la cáscara y membrana de huevo. (A) SM, membrana de huevo, ML: capa 
mamilar, PL: capa en empalizada. (B) ISM: membrana interna de la cáscara de huevo. OSM: membrana 
externa de la cáscara de huevo. MB: columna mamilar. (C) detalle de las fibras de la membrana de la 
cáscara de huevo. (D) LM: membrana limitante, ISM: membrana interna de la cáscara de huevo (37). 
 
Ilustración 6. Imágenes TEM de la MCH. (a) imagen de la membrana externa de la cáscara de huevo. (b) Partes de la fibra, 
núcleo (C: core), manto (M: mantle) y espacio extracelular (E: extracelular space). 
 
Características Membrana Externa Membrana Interna Membrana Limitante 
Grosor de membrana (m) 50 a 70  15 y 26 Algunas micras
13
 
Grosor de fibras (m) 1-7 0.1 - 3 - 
Composición de las fibras Núcleo: colágeno I y X Núcleo: colágeno I, V y X - 
 
Tabla 2. Características de las membranas de cáscara de huevo. El colágeno tipo X se asocia con las células glandulares. 
1.3.3 Biomineralización de la cáscara de huevo 
La biomineralización de la cáscara de huevo tiene lugar en el útero de la gallina, 
aproximadamente entre las 5 y las 20 horas siguientes a la ovoposición (28). El fluido 
uterino de la gallina tiene concentraciones de calcio y bicarbonato sobresaturadas con 
respecto a la calcita (28). 
                                                 
13
 2,7μm de grosor según Simons y Wiertz (38). 
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Este proceso se regula de manera espacio-temporal, es decir que el componente 
orgánico se secreta diferencialmente a medida que el huevo se forma y viaja a través del 
oviducto (39). Antes de la mineralización, el óvulo maduro ha pasado por el infundíbulo y 
el magno para adquirir albumen, e inmediatamente después por el istmo, donde 
comienza la formación de las membranas de cáscara de huevo (40). Posteriormente 
pasa al útero donde se forman la membrana externa y la capa mamilar, y finalmente se 
mineraliza. En cada sección del oviducto y a medida que el huevo se forma, cambia la 
expresión de las macromoléculas. Durante la formación de la membrana interna se ha 
detectado que hay presencia de colágeno tipo X, el cual se ha asociado a un efecto 
inhibidor, a partir del cual se previene la mineralización temprana de las membranas de 
cáscara de huevo (33). Luego, en la formación de la capa mamilar, se detecta la 
presencia de queratán sulfato, el cual contribuye a la nucleación de la calcita. Después, 
la expresión de colágeno tipo X, queratán sulfato, disminuye, así como lo hace la 
expresión de ácido hialurónico y ovoglicano14 durante la mineralización de la cáscara. 
Dentro del proceso de formación del huevo, la mineralización es la etapa que toma más 
tiempo, ocupa hasta 2/3 del tiempo total del proceso.  A su vez, el proceso se divide en 
tres etapas principales: la iniciación de la mineralización, el crecimiento rápido de calcita 
y la finalización de la mineralización (41). 
La iniciación de la mineralización es un proceso que toma alrededor de 5 horas (28). En 
esta etapa, los proteoglicanos tipo keratán sulfato, presentes en la mamila, estabilizan el 
núcleo. La cristalización comienza de forma radial pero, de acuerdo con las leyes de 
competencia por espacio15, sólo pueden crecen aquellos que tienen disposición paralela 
a la membrana de cáscara de huevo (28).  
Así, las columnas de calcita comienzan a crecer a una velocidad de 0.33gr / hr (41). 
Durante este crecimiento, el componente orgánico favorece la elongación de los cristales 
y la mineralización anisotrópica (40). 
Finalmente, la mineralización se detiene media hora antes de que el huevo pase por la 
vagina y se cubra con cutícula16para finalmente pasar por la cloaca, donde es expulsado. 
                                                 
14
 Un proteoglicano tipo dermatán sulfato.  
15
 En otras ocasiones también se denomina ley de exclusión mutua (40).  
16
 Es importante mencionar que la presencia de cristales de bioapatita en la cutícula se debe a que, durante 
esta etapa de la biomineralización del huevo, aumenta la concentración de fósforo y de magnesio (42).   
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Aunque en este momento aún existen condiciones químicas que favorecen la 
calcificación, como la supersaturación, la mineralización de la cáscara de huevo llega a 
su fin, principalmente, porque en esta última etapa se secretan macromoléculas 
específicas, como el proteoglicano Ovocalixyn-32 (Ingl.), que inhiben la precipitación de 
carbonato de calcio (40).  
1.3.4 Biomineralización de las conchas de moluscos 
Otro ejemplo de interés sobre matrices orgánicas y minerales de carbonato de calcio lo 
constituyen las conchas de moluscos bivalvos como la Pinctada radiata o la Monodonta 
labio (24). En estos organismos, la matriz orgánica está compuesta por una armazón 
estructural de -quitina y una superficie de fibroína de seda. Esta matriz propicia la 
nucleación del carbonato de calcio y crea compartimentos que moldean la forma de los 
prismas de aragonita, los cuales conformarán la estructura específica del biomineral de la 
concha. Cuando se observa un corte de la matriz, perpendicular a la superficie de la 
concha, se puede ver que la matriz orgánica crea compartimientos de tal manera que las 
placas de aragonita se organizan de manera similar a la de una pared de ladrillos. Por 
otro lado, en un corte paralelo a la superficie de la concha, se observa una organización 
de forma hexagonal (Ilustración 7). 
 
 
Ilustración 7. Micrografías MEB de Pinctada Radiata. (A) Corte perpendicular a la superficie de la concha, es 
posible observar la estructura en forma de ladrillos. (B) Corte paralelo a la superficie de la concha, es posible 
observar la estructura hexagonal de los prismas (C) corte paralelo a la superficie de la concha, concha 
desmineralizada con preservación de la matriz extracelular. Copiado de (24) , original de (43). 
 




1.3.5  Fosfatos de calcio en los humanos 
 
En los humanos y en otras especies no marinas se encuentran también abundantes 
fosfatos de calcio. Estos son compuestos químicos formados por calcio, fosforo y 
oxígeno —en estados de oxidación +2,+5 y -2 respectivamente— que forman varios tipos 
de aniones: orto, PO4
3−; meta, PO3
−; piro, P2O7
4−; y poli, (PO3)n
n−(6). Los 
ortofosfatos de calcio hacen parte de tejidos mineralizados como los dientes y huesos, 
así como también de calcificaciones patológicas. Se conocen doce fosfatos de calcio sin 













25 °C (g/L) 
Rango de 
estabilidad de pH 
en soluciones 
acuosas  25 °C 





Ca(H2PO4)2·H2O 1.14 ~18 0.0–2.0 
0.5 Fosfato monocálcico anhidro 
 
Monocalcium phosphate 
anhydrous (MCPA or MCP) 
Ca(H2PO4)2  1.14 ~17 
c
  
1.0 Fosfato dicálcico dihidratado 
 
Dicalcium phosphate dihydrate, 
mineral brushite (DCPD) 
CaHPO4·2H2O 6.59 ~0.088 2.0–6.0 
1.0 Fosfato dicálcico anhidro 
 
Dicalcium phosphate anhydrous, 
mineral monetite (DCPA or 
DCP),  
CaHPO4  6.90 ~0.048 
c
  
1.33 Fosfato octacálcico 
 
Octacalcium phosphate (OCP) Ca8(HPO4)2(PO4)4·5H2O 96.6 ~0.0081 5.5–7.0 
1.5 α-Fosfato tricálcico α-Tricalcium phosphate (α-TCP) α-Ca3(PO4)2  25.5 ~0.0025 
a
  
1.5 β- Fosfato tricálcico 
 




1.2–2.2 Fosfato de calcio amorfo 
 
Amorphous calcium phosphates 
(ACP) 
CaxHy(PO4) z·nH2O, n = 3–















(0 < x < 1) 
~85 ~0.0094 6.5–9.5 
1.67 Hidroxiapatita 
 
Hydroxyapatite (HA, HAp or 
OHAp) 
Ca10(PO4)6(OH)2  116.8 ~0.0003 9.5–12 
 50 
 
Tabla 3.(Traducción) Fosfatos de calcio existentes y sus propiedades. Tomado de (6). 
a 
Estos compuestos no se pueden precipitar de soluciones acuosas. 
b 
No se puede medir con precisión. No obstante, se han encontrado los siguientes valores: 
25.7 ± 0.1 (pH=7.40), 29.9 ± 0.1 (pH=6.00), 32.7 ± 0.1(pH=5.28) (Ohura et al.1996).  El grado de solubilización comparativo en buffer ácido es: ACP  a-TCP  
b-TCP  [CDHA]  HA  FA (Daculsi et al.1997) 
c 




 Ocasionalmente llamado “precipitado de 
hidroxiapatita”.
 f 
Se cuestiona la existencia de este mineral. 
1.67 Flúorapatita 
 
Fluorapatite (FA or FAp) Ca10(PO4)6F2  120.0 ~0.0002 7–12 
1.67 Oxiapatita 
 
Oxyapatite, mineral voelckerite 
(OA, OAp or OXA)
f
 
Ca10(PO4)6O ~69 ~0.087 
a
  
2.0 Fosfato tetracálcico 
 
Tetracalcium phosphate (TTCP 
or TetCP), mineral hilgenstockite 






Los fosfatos de calcio monohidratado (MCPM) y anhidro (MCPA) no son 
biocompatibles y no se encuentran en calcificaciones biológicas. Además, son insolubles 
y poco estables en pH fisiológico (Tabla 3) (6). 
 
Los fosfatos dicálcico (DCPD) —también denominado “brushita”— y anhidro (DCPA) 
—denominado “monetita”— se encuentran tanto en calcificaciones patológicas —p.ej. 
cálculos dentales y urinarios— como también cumpliendo la función de intermediarios en 
la mineralización de los huesos y dientes; y en la desmineralización del esmalte dental 
(como sucede en lesiones de caries) (6,44).  
 
El fosfato octacálcico (OCP), no estequiométrico y deficiente en calcio, se encuentra en 
calcificaciones patológicas como los cálculos renales. También es precursor en las fases 
de mineralización del esmalte y hueso. En los análisis por TEM de estos minerales es 
posible observar la “línea central oscura”, compuesta por OCP (45,46). 
 
Tanto el α-Fosfato tricálcico (α-TCP) como el β- Fosfato tricálcico (β-TCP), son 
ortofosfatos que no se encuentran en calcificaciones biológicas en su forma 
estequiométrica pura. Sólo el β- Fosfato tricálcico con substituciones de magnesio se 
encuentra en calcificaciones patológicas, mas no hay registro de este fosfato en 
biominerales como los huesos o dientes (46). 
 
El fosfato de calcio amorfo (ACP) no tiene una fórmula química ni nombre IUPAC, es 
un precursor importante de la mineralización de tejidos minerales humanos y 
biológicamente tiene substituciones de Sodio y Magnesio. Se encuentra también en 
calcificaciones patológicas de válvulas cardiacas (47). 
 
La hidroxiapatita deficiente en calcio (CDHA) y la hidroxiapatita (HA) se parecen en 
la estructura de su apatita17 a otros ortofosfatos de calcio como la oxiapatita (OA), 
fluorapatita (FAp), y el fosfato tetracálcico (TTCP), aunque presentan diferencias 
importantes, descritas más adelante. 
 
                                                 
17
 Las apatitas tienen una estructura química           donde   suele ser un catión, 
                                                                   (REE: Rare Earth Elements (tierras raras));   
suele ser un catión que forma un tetraedro con oxígeno                                          ó un anión no 
tetraédrico     
   ó    
  , y   suele ser un anión                            
      
 (48).  
 
La fluorapatita (FAp), es el más estable de los ortofosfatos de calcio, debido a la 
posición que ocupa el flúor en la red cristalina. La fluorapatita no se forma en tejidos 
humanos, aunque puede contribuir en la remineralización pasiva del esmalte, la dentina y 
el cemento. Las altas dosis de flúor, que se requerirían para formar este mineral in vivo, 
son tóxicas para humanos e incluso afectan la estructura de estos biominerales. En 
tiburones y ciertos peces es posible encontrar enameloide, el cual está constituido por 
FAp (6). 
 
La oxiapatita (OA) es altamente inestable y ha sido poco descrita. No se encuentra en 
calcificaciones biológicas (6). 
 
Finalmente, el fosfato tetracálcico (TTCP or TetCP), es metaestable, altamente reactivo 
y se transforma rápidamente en otros tipos de fosfatos de calcio como HA. Debido a 
estas características no se encuentra en sistemas biológicos. 
 
Conocer esta familia de ortofosfatos tiene implicaciones de investigación biológica 
importantes, tanto para comprender la biomineralización y la mineralización patológica, 
como para crear materiales que puedan sustituir a la bioapatita dental. 
1.3.6 Hidroxiapatita y apatita biológica (bioapatita) 
Es común encontrar que el mineral biológico de los dientes y huesos se denomine como 
hidroxiapatita (HA). No obstante, este nombre resulta químicamente incorrecto, porque 
existen diferencias importantes entre la hidroxiapatita estequiométrica y el mineral 
biológico, o bioapatita. 
 
La hidroxiapatita es estequiométrica —Ca10(PO4)6(OH)2— y no presenta sustituciones en 
su red cristalina. Es, además, altamente cristalina (índice de cristalinidad cercano a 100), 
con solubilidad de 116.8 −log(Ks) en 25º (Tabla 3) en un pH de 9.5 a 12 y un tamaño de 
cristalito en rango de 200 a 600nm (6).  No obstante, la ausencia de sustituciones hace 
que sea poco reactiva y, por lo tanto, poco biocompatible con los tejidos biológicos. 
Además es soluble en pHs fisiológicos (6,25). 
 
En cambio, en sistemas biológicos sí es común encontrar un tipo de hidroxiapatita 
llamada bioapatita, la cual es deficiente en calcio y OH, protonación del grupo PO4 y 
 
moléculas de agua fuertemente unidas. Estas características de la bioapatita (CDHA) 
crean vacancias que son ocupadas por varios tipos de iones como                    
para     ;    
   ó     
   para    
   y           
   , los cuales sustituyen 
principalmente al     y permiten que el mineral interactúe con el ambiente. Por lo tanto, 
a diferencia de la hidroxiapatita, la bioapatita tiene una composición no estequiométrica 
(49). Además, la CDHA presenta cristalitos más pequeños que la HA estequiométrica, de 
20 x 4 nm para hueso y dentina y de 100 m x50nm para esmalte (25). Otra diferencia 
radica en la microestructura: la CDHA o bioapatita es altamente estructurada. En el 
hueso por ejemplo, los cristalitos se unen con el colágeno en microfibrillas, las cuales a 
su vez se agrupan en fibrillas, y luego en osteones y sistemas de Havers hasta configurar 
un hueso macroscópico y anatómicamente complejo (25). En cambio, la hidroxiapatita se 
sintetiza en forma de polvo o puede ser sólida cuando se compacta con métodos como la 
sinterización (50). Además, dado que la bioapatita es un mineral que se forma por la 
interacción con un organismo, tiene un componente orgánico —observado en la fase 
final—, el cual se encarga de darle al biomineral sus propiedades mecánicas y su 




Ilustración 8. Jerarquización ósea. Tomado y modificado de (51) 
 
1.3.6.1 Esmalte dental 
A pesar de que el esmalte dental es más cristalino que el hueso o la dentina, es, en 
comparación, el mineral con el menor contenido de material orgánico18 , a lo que se suma 
el hecho de que carece de células y de vascularización. Su composición es complicada y 
no estequiométrica porque tiene varios tipos de sustituciones, aunque ya han habido 





Ilustración 9. Formula química de la bioapatita de esmalte dental (53). 
 
 
Ilustración 10.Reconstrucción de la celda unitaria de la biopatita de esmalte dental. La estructura consiste 
iones de Ca
2+
 que sujetan tetraedros de iones PO4. Los iones de OH
-
 se encuentran en los ejes helicoidales. 
(a) Vista desde el eje c (b) Al agregar la dimensión c, se pueden observar las columnas de OH
-
. 
Reconstrucción con software VESTA (http://rruff.geo.arizona.edu/AMS/minerals/Apatite-(CaOH)). Sistema 
cristalino hexagonal, grupo espacial: P63/m (No. 176). Parámetros de celda unitaria: a=0.943 nm, c=0.688 
nm, gamma= 120º. Las sustituciones de los iones de carbonato no están incluidas en esta reconstrucción 
(54). 
La estructura jerárquica del esmalte comienza con cristales hexagonales que se agrupan 
en orden, con sus ejes C- orientados para formar varillas con diámetros de 30 a 40nm y 
de aproximadamente 100nm de largo (Ilustración 11) (55). Estas varillas también se 
alinean paralelas entre sí y se agrupan para formar fibras de 80 a 130nm de diámetro. 
Las fibras se organizan en dos patrones, uno de esmalte prismático y otro 
interprismático, los cuales, en un corte de sección cruzada, tienen de 6 a 8 µm de 
diámetro y forman el patrón clásico de llave de cerradura (Ilustración 12) (8). Capa a 
                                                 
18
 El esmalte dental tiene cerca de 96% de mineral, 3% de agua y cerca de 0.36 a 1% de materia orgánica (52). 
 
capa se va aumentando el grosor del esmalte, este crecimiento tiene un patrón radial y 
es posible observar líneas de Retzius. Las capas de esmalte también siguen una 
orientación que, si se ve el esmalte en un corte longitudinal, forma las bandas de Hunter-
Schreger (bandas X-Y de la Ilustración 13). 
 
Ilustración 11. Dimensiones de varilla de esmalte. Elaboración propia. 
 
Ilustración 12. (P) esmalte prismático, (IP) Esmalte interprismático. En el esquema se encuentra diagramada 
la orientación de las fibras del esmalte interprismático. Tomado de (8). 
 
Ilustración 13. Construcción jerárquica del esmalte. Diagrama de la escala nanométrica a milimétrica. IP: 
esmalte interprismático, P. esmalte prismático, R: línea de Retzius, T: plano transversal, ta: plano tangencial. 
X, Y: Bandas de Hunter-Schreger. Tomado de (8) 
 
El esmalte se forma y madura lentamente. En dientes permanentes, la formación 
puede tardar hasta más de cuatro años. Las células que secretan esmalte son los 
ameloblastos, estos realizan el proceso de mineralización en conjunto con otras 
células como las proteasas e inhibidoras de proteasas. 
 
El primer estadio de formación del esmalte se conoce como campana, y se 
caracteriza por la interacción mesénquima-epitelio, la cual produce señales que 
estimulan la diferenciación de los ameloblastos (56). Estas células, a su vez, secretan 
proteínas en dirección al mesénquima subyacente, para propiciar la futura unión 
amelo-dentinal (57). 
 
Los ameloblastos crean la matriz orgánica precursora del esmalte, el cual se 
compone en un 90% de amelogeninas. El 10% restante lo constituyen otras proteínas 
provenientes del torrente sanguíneo como la albúmina sérica y algunas otras, propias 
del tejido precursor, como la ameloblastina y la enamelina. 
 
Las proteínas hidrofílicas como la enamelina y ameloblastina actúan como sitios de 
nucleación para la bioapatita, a través de grupos cargados que pueden interactuar 
con los iones precursores de minerales. La amelogenina, en cambio, es una proteína 
hidrofóbica que se agrega en nanoesferas y se adhiere a caras específicas de la 
apatita para inhibir su crecimiento en dichas paredes y, al mismo tiempo, promover el 
crecimiento hacia un eje cristalográfico específico. Las nanoesferas también 
organizan, paralelamente, los cristales de bioapatita dental y evitan su fusión. Luego, 
las proteasas remueven la matriz proteica y, durante la erupción del diente, remueven 
todas las otras macromoléculas involucradas en la formación del biomineral, incluso 
los ameloblastos. Por esta razón el esmalte es un tejido acelular que no posee la 
capacidad, común en otros biominerales, de auto-regenerarse, ya que, a pesar de 
que la matriz orgánica cumple un papel importante en su formación, ésta es removida 
casi en su totalidad al finalizar la biomineralización (58). 
 
Con esto, hemos terminado de caracterizar los distintos procesos de 
biomineralización que nos interesan para realizar la experimentación con la cáscara 
de huevo. Ahora trazaremos las líneas generales por las que nos guiamos a la hora 
 
de experimentar la imitación de los biominerales, con el objetivo de propiciar la 





1.4 Biomimética, una definición  
“El ingenio humano no podrá realizar ninguna invención más bella, ni más simple, ni más apropiada que las que hace la 
Naturaleza; porque en sus invenciones nada falta, ni nada es superfluo” -Leonardo Da Vinci. 
 
La naturaleza construye materiales de forma práctica, crea sustancias y estructuras 
complejas y las ha ido perfeccionando a través de 3.8 billones de años de evolución 
selectiva (9). La biomimética, también denominada biónica ó biomimetismo, es un 
concepto reciente, aunque, como práctica de investigación y creación de materiales, se 
ha realizado desde la antigüedad (59). Es un campo de interés para diversas disciplinas, 
que se basa en el estudio profundo de los mecanismos biológicos para entender e imitar 
los procesos de adaptación de las especies, y específicamente, de la producción de 
sustancias, objetos, materiales y otros elementos que, aun cuando se reconoce el 
beneficio de reproducirlos para el uso de los humanos, aún no se han podido replicar de 
forma artificial. 
  
1.4.1 Materiales biomiméticos de biominerales 
 
Las principales matrices, utilizadas en los estudios de biomimetismo de biominerales 
contienen colágeno, quitosano y celulosa. En los estudios que utilizan polímeros se 
encuentran también poliacrilato y ácido poliláctico. Por otro lado, las matrices con 
proteínas derivadas de la seda usan fibroína y sericina. En los estudios que utilizan 
colágeno tipo I, se extraen las matrices ya sea de cola de ratón o de una esponja 
hemostática. En la siguiente tabla se hace un resumen categórico de las matrices 
utilizadas en estudios biomiméticos de biominerales.   
 









Colágeno  (71,72) 
Nanotubos de carbón (CNTs) (73,74) 
Politetrafluoroetileno (PTFE) (75) 
Agarosa (76) 
Proteína zeína (77) 
Hexadecilamina (78) 
1.5 Mineralización en las membranas seleccionadas: 
membrana de cáscara de huevo (MCH) y membrana 
de poliestireno sulfonado 
1.5.1 Membrana de cáscara de huevo 
En el apartado 1.3.3 se ha descrito cómo la formación de la cáscara de huevo es uno de 
los procesos de biomineralización más rápidos de la naturaleza. Ahora bien, con respecto 
a la mineralización biomimética, encontramos que la membrana de cáscara de huevo de 
gallina se ha utilizado para la incorporación de minerales de carbonato de calcio —
imitando la biomineralización de la cáscara de huevo —, minerales de sílicio y de fosfato 
de calcio, entre otros. 
Para la mineralización de carbonato de calcio (CaCO3), un artículo notable es el de 
Fernández et al (79), en el que se lograron formar columnas de calcita las cuales 
además, se formaron sobre las mamilas de la MCH, —muy similares a las de la cáscara 
de huevo en los estadios tempranos de su mineralización (ilustración 15)—, por medio de 
un método que funciona a partir de vapor “sitting drop method” (también conocido como 
hongo de cristalización Crystallization mushroom, ingl.) (ilustración 14) con cloruro de 







Ilustración 14.Celda de cristalización del estudio de Fernández et al. (79). Abajo, carbonato de amonio. 
Arriba, micro puentes con cloruro de calcio y MCH con la superficie externa (o mamilar) hacia arriba. 
 
Ilustración 15. Micrografía SEM de MCH mineralizada en el estudio de Fernández et al. Luego de 72 horas 
de incubación es posible ver columnas de carbonato de calcio fusionadas (79). 
Este estudio es importante porque, además de que se logró producir un mineral 
biomimético estructurado, en este caso dicho mineral creció sobre las mamilas, de 
manera que se pudo replicar con éxito la biomineralización de cáscara de huevo. 
Por otra parte, con respecto al uso de fosfatos de calcio para mineralizar la MCH, sólo 
encontramos dos estudios  en los que se usan dichos fosfatos (80,81), y sólo en uno de 




en realidad se produjo al utilizar la membrana para difusión y no utilizándola como 
plantilla de nucleación, como es el caso del presente estudio (81). 
1.5.2 Membrana de poliestireno sulfonado 
Las membranas intercambiadoras de iones se utilizan, en general, en algunos de los 
métodos más avanzados de separación (82), tanto para remover iones no deseados — 
p.ej.  remoción de iones contaminantes y desalinización de aguas residuales— , como 
también para captar los iones valiosos (82). Dentro de otras aplicaciones se encuentra su 
uso como sensores de humedad, de monóxido de carbono, de fármacos, como también, 
por otra parte, para crear pilas de combustible, entre otras muchas (79, 80). 
La membrana de poliestireno sulfonado es una membrana de intercambio catiónico que 
consiste en poliestireno entrecruzado con grupos sulfónicos (-SO3H). En soluciones 
acuosas, la ionización de dichos grupos (que se encuentran fijos en la estructura de la 
membrana) permite la movilización de cationes (figura 14 y 15). 
Esta característica de la membrana de PSS nos llevó a usarla como un medio para 
inducir el mecanismo ionotrópico, es decir, ocasionar que una posible nucleación tuviera 
lugar en los grupos negativos fijos de la membrana que atraen y movilizan cationes — 





Ilustración 16. La membrana de PSS en solución acuosa, tiene aniones negativos fijos en su estructura (amarillos), que 









Es posible encontrar estudios de mineralización previos que usan el poliestireno 
sulfonado. Aunque éste no se utiliza como membrana que induce la nucleación, en 
cambio, sí se utiliza como precursor de micro cápsulas con CaCO3 para biocatálisis, las 
cuales son útiles en aplicaciones farmacológicas (85,86). 
Otro estudio de la mineralización de poliestireno sulfonado es el de Vaquette et al (87), 
durante el cual utilizaron poliestireno sulfonado de sodio para construir un ligamento 
cruzado anterior artificial, el cual,  a su vez, fue mineralizado con la ayuda de cultivos de 
osteoblastos humanos. Cabe resaltar que este estudio, aunque logró la mineralización de 
fosfatos de calcio no caracterizados, no lo hizo por métodos biomiméticos, ni tampoco 
utilizando el PSS como membrana. 
Aun cuando, al parecer, hay pocos precedentes de la mineralización de membranas de 
poliestireno sulfonado, y, menos aún, de la mineralización con fosfatos de calcio, las 
características químicas de esta membrana, como ya se ha argumentado extensamente, 
ayudarían a dilucidar el papel de los grupos funcionales negativos, así como su cantidad 
y distribución en el mecanismo ionotrópico de la nucleación. 
1.6 Técnicas analíticas empleadas 
1.6.1 Microscopía electrónica de barrido (MEB o SEM, ingl.) 
Este microscopio se utiliza para realizar varios tipos de análisis no destructivos. Consiste 
en un rayo de electrones de alta energía que interactúa con la muestra y disipa la energía 
en varios tipos de emisiones secundarias: electrones retrodispersados, electrones 
secundarios, electrones Auger19, rayos X característicos, radiación de frenado, luz visible 
y calor ( Figura 1). 
                                                 
19
 Estos electrones son de muy baja energía y se necesitan detectores especiales y condiciones de ultra vacío para 




Figura 1. Tipos de interacciones: electrones-muestra. Tomado y modificado de (88) 
 
Estas emisiones dan distintos tipos de información sobre la muestra. Los electrones 
secundarios son útiles para determinar la morfología y topografía de la muestra; los 
retrodispersados muestran el contraste de diferentes composiciones dentro de la 
muestra; y los rayos X característicos indican la composición química. Los componentes 
principales de un MEB se muestran en la (Ilustración 18). 
El análisis de la composición química con este microscopio se conoce como 
espectroscopía de energía dispersiva (EDS) —Energy Dispersive X-Ray spectroscopy 
(EDS), ingl. Mediante un detector sensible a los rayos x, es posible analizar, en poco 
tiempo y de forma semi-cuantitativa, la composición química elemental de distintas 
regiones de la muestra. No obstante, este método tiene poca sensibilidad y detecta la 
energía en picos amplios y no en líneas. Esto hace que para ciertos elementos que 
liberan alta energía exista solapamiento y que, por lo tanto, sean más difíciles de 
identificar. 
El espectro obtenido a partir de este análisis grafica la energía (keV) en el eje de 
abscisas, y el número de conteos o cantidad porcentual del elemento en el eje de 






Ilustración 18. Componentes principales de un microscopio electrónico de barrido. La fuente de electrones
20
 del 
microscopio electrónico de barrido (MEB) acelera el haz de electrones en un rango de 1-30 keV. Este haz pasa por una 
serie de lentes condensadores y objetivos que disminuyen su diámetro a sólo 1-2mm. Luego las bobinas de barrido usan el 
haz para escanear la muestra. Las interacciones del haz con la muestra producen señales que son captadas por varios 
tipos de detectores (de acuerdo con el tipo de señal
21
), y estas señales son amplificadas y ajustadas para producir una 
imagen o un espectro. 
 
Ilustración 19. El espectro obtenido a partir del análisis de EDS grafica la energía (keV) en el eje de abscisas, y el número 
de conteos o cantidad porcentual del elemento en el eje de ordenadas, los picos corresponden a los elementos presentes 
en la muestra. Imagen aleatoria resultado del presente estudio. 
 
                                                 
20
 Usualmente un filamento de tungsteno. 
21




1.6.2 Espectroscopía infrarroja por transformada de Fourier  
La espectroscopía infrarroja registra las vibraciones moleculares, es decir, estados de 
vibración que suceden cuando la molécula cambia de un estado de base (estado de 
menor energía) a un estado excitado (de mayor energía). Las vibraciones moleculares 
permiten identificar e incluso cuantificar moléculas. Dichas vibraciones dependen del 
estado (sólido, líquido o gas), los grados de libertad (si la molécula es lineal o no lineal) y 
la asimetría de la molécula. Existen varios tipos de espectrómetros, pero el que aplica la 
transformada de Fourier (FTIR) es uno de los más comunes (89,90).  
 
El resultado de este análisis es un espectro que registra la intensidad de absorción de las 
moléculas en el eje de las ordenadas (como transmitancia u absorbancia22) y en el eje de 
las abscisas el número de onda23(90). 
 
Este análisis consiste en una radiación infrarroja que incide y hace vibrar toda la 
molécula. Hay regiones de átomos agrupados que vibran de forma dominante y dan lugar 
a las vibraciones características de grupo (modos de vibración de grupos funcionales), 
útiles para identificar e incluso cuantificar compuestos. El espectro se divide en regiones 
típicas como se observa en la tabla (90).  
                                                 
22
 La muestra absorbe la radiación incidente, modificando la intensidad de la radiación. Esta modificación se registra como 
absorbancia o porcentaje (%) de transmitancia. De acuerdo con la ley de Lambert-Beer, la intensidad de radiación es 
proporcional al grosor y la cantidad de la muestra. Se pueden ajustar protocolos de preparación de la muestra que 
permitan análisis cuantitativos (89). 
23
 El número de onda ( ), corresponde a una cantidad de ondas en una unidad de longitud, para la radiación infrarroja, 
comúnmente en cm
-1
, es inverso a la longitud de onda   
 
 
 y proporcional a la energía del fotón       ( : constante de 




Figura 2. Regiones típicas del espectro de Infrarrojo (IR). Tomado y modificado de Larkin (89). 
 
 
Hay varios tipos de preparación de muestra para esta técnica. La reflectancia total 
atenuada (Attenuated Total Reflection ATR, ingl.) es una de las técnicas de muestreo 
más utilizadas para este análisis porque es práctica y no destructiva. Se basa en el 
contacto de la muestra con un cristal que tiene alto índice de refracción y buena 
transmisión de la radiación infrarroja (89). El espectro obtenido se produce por el 
fenómeno de reflexión muestra/cristal. Es útil para mirar la superficie del material, debido 
a que la profundidad de este análisis en la muestra es de 2 a15µm. No obstante, debido 
a los fenómenos de refracción, presenta diferencias en la frecuencia y la forma de las 
bandas de absorción cuando se compara con otros métodos de muestreo, como la 
pastilla de bromuro de potasio (KBr24) (89).  
 
Este método de análisis es casi universal, ya que un gran número de sustancias 
orgánicas e inorgánicas tienen fuertes bandas de absorción en la región media de 
infrarrojo (región de 400 a 4000cm-1, utilizada en este estudio). Además, las vibraciones 
moleculares muestran cambios estructurales (posición del pico), cuantitativos25 
(intensidad) y de algunas condiciones del medio (ancho de los picos). Sin contar que, 
                                                 
24
 Uno de los métodos tradicionales de preparación de muestras sólidas. Las muestras deben estar en polvo, para luego 
mezclarlas con polvo de KBr y con ayuda de una prensa hidráulica se forma una pastilla compacta.  
25
 Existen varios métodos de preparación de muestra para realizar cuantificación con la espectroscopía infrarroja. En esta 




además, es posible producir un espectro con cantidades mínimas de muestra —
miligramos, microgramos e incluso picogramos en algunos espectrómetros(90).  
 
No obstante, ciertas moléculas, como gases nobles o iones monoatómicos, no tienen 
enlaces químicos a átomos de diferente naturaleza y en consecuencia tampoco 
presentan vibraciones identificables en el espectro de infrarrojo. Tampoco son 
identificables las moléculas diatómicas homonucleares26, pues, aunque presenten 
vibraciones, la intensidad de las mismas es 0. Las mezclas complejas también presentan 
un problema para la identificación con espectroscopía infrarroja, ya que la gran cantidad 
de información registrada en el espectro hace difícil asignarla a cada elemento de la 
mezcla27. Tampoco es útil para identificación de compuestos en agua, porque el agua 
produce picos amplios e intensos que ocultan otras moléculas (90). 
 
En comparación con otros espectrómetros, los que utilizan transformada de Fourier 
(FTIR) tienen mejor calidad de espectro, menor presencia de artefactos28, mayor 
precisión en el número de onda y otras características que permiten análisis infrarrojos 
sensibles, rápidos y fáciles de realizar (90). 
 
Las regiones o bandas de absorción de interés para este estudio son las relacionadas 
con la estructura orgánica de la membrana de cáscara de huevo (Figura 3).  
                                                 
26
 Moléculas con dos átomos idénticos. Por ejemplo el gas de oxigeno (O2) o gas de  nitrógeno (N2). 
27
 Este inconveniente puede solucionarse si se caracteriza cada uno de los componentes de la muestra o con la ayuda de 
métodos informáticos como el uso de bases de datos y la sustracción espectral. 
28









1640/1660 Proteínas/Amida I 
1520/1550 Proteínas/Amida II 




Tabla 5. Bandas de absorción de la MCH. Tomado y modificado de (91) 
Las bandas de absorción de los fosfatos de calcio se resumen en cuatro dominios 
vibracionales principales (      , los cuales pueden subdividirse varias veces, 
dependiendo de: las características del fosfato de calcio analizado, de acuerdo con la 
teoría molecular de grupos, la simetría y otras características. En la (Tabla 6) se 
muestran las posiciones de los dominios vibracionales de los iones relacionados con 
fosfatos de calcio. 
ión Posición de dominio vibracional (cm-1) 
             
   
   938 420 1017 567 
    
   998 394 862, 1076 537 
   
   1064 879 1415 680 
Tabla 6. Características vibracionales de los iones relacionados con fosfatos de calcio, modificación de la 




1.6.3 Difracción de rayos x 
La difracción de rayos X es una técnica de análisis no destructiva utilizada principalmente 
para identificar algunas características de los sólidos cristalinos como la composición, la 
estructura y el tamaño de cristal. 
 
Esta técnica permite la identificación y análisis cualitativo y cuantitativo de sustancias 
puras, o de fases de sustancias en mezclas, y analizar propiedades de la microestructura 
de la muestra como el tamaño de cristalito, la micro tensión y la orientación preferencial, 
entre otros usos. 
 
La identificación se realiza por medio de la comparación con bases de datos de uso libre 
como la COD (Crystallography Open Database)29, aunque también es posible 
compararlos con bases de datos creadas a partir de datos publicados en la literatura o a 
partir de datos experimentales. 
 
Cuando los rayos X interactúan con un cristal se producen fenómenos de difracción e 
interferencia y, como resultado, aparecen reflexiones de los planos atómicos de la red 
cristalina, cuyas posiciones pueden ser calculadas con la ley de Bragg (Ilustración 20). 
 
 
Ilustración 20. Representación gráfica de la ley de Bragg. El rayo 1S incide y se dispersa en un ángulo θ en el primer plano 
cristalino, el rayo 2S recorre una distancia adicional CA + AD en el segundo plano cristalino, ubicado a una distancia d del 
primer plano. 
 
Esta ley permite calcular la posición de las reflexiones a través de la diferencia, en las 
longitudes de la trayectoria, entre los rayos que se han dispersado al interactuar con los 
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planos paralelos del cristal. En la figura, la diferencia de trayectoria entre rayos 1S y 2S 
es la distancia adicional CA y AD que tiene que recorrer el rayo 2S. La difracción sucede 
cuando estos dos rayos se dispersan en fase, y la diferencia de trayectorias es igual a un 
número integral, múltiplo de la longitud de onda.  
 
Factores como la simetría del cristal, la posición de los átomos en la celda unitaria, el 
número de electrones de los átomos y la cantidad y absorción del material analizado 
modifican la intensidad de estas reflexiones. 
 
La forma de las reflexiones está determinada por factores relacionados con el 
instrumento y la muestra. La geometría del instrumento, los componentes ópticos y el 
detector son algunos de los factores del instrumento. Dentro de los factores de la 
muestra se encuentran, principalmente, el tamaño de cristalito y la micro tensión 
(producida por los defectos en la red cristalina). 
 
El resultado de este análisis se observa como un patrón de difracción, es decir, una 
representación de la intensidad (en el eje de las ordenadas) versus el ángulo de 
difracción (en el eje de las abscisas). 
1.7 Problema de investigación 
¿Cómo se comporta una membrana orgánica cuando favorece el crecimiento de sales de 
calcio poco solubles en medios acuosos? 
 
Si bien ya existen varios tipos de síntesis artificial de apatita —como la coprecipitación a 
través de soluciones acuosas, métodos térmicos y otros tantos— la imitación de 
biominerales sigue siendo un gran reto. 
 
Como se dijo más arriba, las bioapatitas tienen una composición no estequiométrica, 
múltiples sustituciones de iones en su red cristalina y una construcción estructural, 
características esenciales que no han podido ser reproducidas a través de los métodos 





No obstante, el concepto de lo biomimético también ha cambiado. Sobre todo, ha habido 
una traslación del concepto de mineralización guiada por matriz al de síntesis 
biomimética. Y en este cambio aún hay mucho por explorar, más que nada en lo que 
respecta a la reproducción de la morfología, estructura y características de cristalinidad 
en el mineral sintético que se obtiene, así como también, por otra parte, en lo que 
concierne a la cantidad de mineral que se puede obtener. 
 
Hay que pensar que, aunque en la síntesis biomimética se trasladen principios como el 
de la mineralización guiada por matriz, la complejidad de los biominerales se debe a una 
serie de factores interrelacionados y no solo a la matriz orgánica. De ahí que el montaje 
experimental deba considerar otras variables biomiméticas, para lograr así la transición, 
de una manera más adecuada, hacia un concepto integral de síntesis biomimética. 
 
No obstante, se debe aceptar que la matriz sigue teniendo un rol protagónico. Gracias a 
ella se cambian las condiciones termodinámicas para favorecer la nucleación de cristales 
en la formación de biominerales. La pregunta es, más bien, si esto también se puede 
reproducir en la síntesis artificial y bajo que parámetros y de qué manera se ve afectada 
la formación mineral. 
1.8 Justificación 
El tejido mineral dental (en especial el esmalte dental), es el tejido más cristalino del 
cuerpo humano. Se caracteriza por una microestructura de arquitectura jerárquica y 
multinivelada (8). Es un material inteligente, anisotrópico, y cuya estructura en gradiente 
le proporciona un efecto sinérgico de refuerzo; está especialmente diseñado para resistir 
las fuerzas de la función fisiológica (17). 
 
El esmalte dental es un ejemplo de la complejidad de los biominerales, porque es el 
resultado de un estricto control biológico, para formar un material altamente cristalino. En 
contraste, los materiales comerciales de los que se dispone actualmente para la práctica 
clínica en odontología no se asemejan al diente ni en composición química ni en 
microestructura, aunque imiten propiedades mecánicas y ópticas. Por ejemplo, las 




isotrópicas y están compuestas por elementos foráneos a los presentes en el esmalte 
dental como Si, Al, Mg e incluso Zr (92).  
 
Hay problemas de mineralización y desmineralización relacionados con las estructuras 
dentales. Problemas de mineralización como la amelogénesis imperfecta y de 
desmineralización como la caries dental, que motivan la creación de materiales 
restauradores. Las tendencias de los materiales restauradores cambian, si bien en 
alguna época entre 1940-1970 floreció el desarrollo de la amalgama y otras aleaciones 
metálicas. Hacia 1955 Buonocore inició el uso de polimetil metacrilato como material 
restaurador, con la ventaja, frente a otros materiales, de su capacidad de adhesión al 
sustrato dental. Aunque este material ha tenido todo tipo de modificaciones y mejoras en 
sus propiedades ópticas y mecánicas, hasta el día de hoy persisten problemas de cambio 
dimensional, que aparecen desde el momento de su elaboración en la polimerización. 
Aunque estos materiales se han modificado para minimizar estos problemas de cambio 
dimensional, aún persisten (93).   
 
Al estudiar estas diferencias entre el material restaurativo y el material original —esto es, 
el esmalte dental— la ruta biomimética promete cada vez más como una búsqueda ideal 
para reemplazar los materiales existentes, ya que, de conseguirse un método efectivo, se 
podrían sintetizar materiales similares química y físicamente a los naturales. De esta 
manera, además, sería posible reducir el consumo de energía en su producción —pues 
también se imitarían las condiciones de baja energía usadas por los organismos. Las 
rutas tradicionales de síntesis de materiales polímeros y cerámicos, en cambio, requieren 
alta energía, producen desechos tóxicos y no se parecen al material que buscan 
reemplazar y restaurar (25). 
 
Por estas razones, en este trabajo buscamos replicar la síntesis de biominerales en un 
ambiente artificial. Como ya vimos, uno de los principios biomiméticos más importantes 
en la biomineralización es el de matriz orgánica. La matriz orgánica es una plantilla que 






En condiciones experimentales podría utilizarse una membrana orgánica cualquiera, 
análoga a la matriz orgánica propia del mineral a reproducir, y, a través del control de 
ciertas variables biomiméticas, lograr que dicha membrana forme biominerales similares 
al biomineral dental(89). 
 
Estas membranas mineralizadas podrían entonces convertirse en materiales utilizados 
para propósitos odontológicos. Esto es, materiales que posean una microestructura y 
composición química similar a la de los tejidos minerales dentales (94) . 
 
El principio biomimético de utilizar una membrana orgánica análoga a la matriz orgánica 
a imitar, se ha explorado con membranas de colágeno, quitosano, celulosa e incluso con 
madera. Sin embargo, estos estudios son heterogéneos en los métodos de síntesis y 
están más enfocados a mimetizar el modelo óseo. Muy pocos se han elaborado con 
prospectos hacia el tejido mineral dental.  
 
Por otro lado, la aplicabilidad de una membrana orgánica para inducir el crecimiento de 
precursores de minerales —como las sales de calcio— también está relacionada con el 















1.9.1 Objetivo General 
 
Evaluar la aplicabilidad de una membrana orgánica para inducir el crecimiento de sales de 
calcio poco solubles en medios acuosos. 
1.9.2 Objetivos Específicos 
 
1. Elegir una membrana orgánica de colágeno, quitosano o celulosa, entre otras, para 
ensayar el crecimiento de sales de calcio sólidas poco solubles en medios acuosos.  
 
2. Establecer condiciones de composición iónica, pH, temperatura u otras, para 
favorecer el biomimetismo en el ensayo de la mineralización de sales de calcio. 
 







2. Materiales y métodos 
Tipo de Estudio: Experimental exploratorio. 
2.1 Materiales 
 
1. Membranas: después de los ensayos preliminares se decidió trabajar con la 
membrana de cáscara de huevo de gallina (MCH)30 y utilizar como control 
negativo una membrana de poliestireno sulfonado (PSS).  
2. Fluido corporal simulado (Simulated Body Fluid, SBF): se preparó esta solución, 
la cual tiene un pH de 7.4 y una concentración iónica definida ( 
Tabla 7) según la norma ISO 23317 de 2014, con la ayuda de reactivos grado analítico ( 
Tabla 8).  
3. Soluciones de calcio y fosfato, preparadas con proporción molar Ca/P 1.67.  
 
Nombre Ión Concentración (10
-3
) mol 
Sodio Na+ 142 
Potasio K+ 5 
Magnesio Mg2+ 1,5 
Calcio Ca2+ 2,5 








Tabla 7. Concentración iónica del SBF 
 
 
                                                 
30
 Una de las principales razones de la elección de la MCH es que nuclea minerales en organismos especializados, a 





Nombre Fórmula química 
Cloruro de sodio NaCl 
Bicarbonato de sodio (NaHCO3) 
Cloruro de potasio KCl 
Fosfato dibásico de potasio anhidro K2HPO4 
Cloruro de magnesio hexahidratado MgCl2-6H2O 
Ácido clorhídrico HCl 
Cloruro de calcio dihidratado CaCl2 2H2O 
Sulfato de sodio decahidratado Na2SO4 -10H2O 
Tris-hidroximetil aminometano ((HOCH2)3CNH2) 
 
Tabla 8. Composición química del SBF 
 
4. Soluciones con reactivos grado USP (United States Pharmacopeia): tensoactivos: 
aniónico, lauril sulfato de sodio (LSS); catiónico, cloruro de cetil piridinio (CCP) y no iónico, 
tergitol NP10 (Ter.). Los tensoactivos se prepararon con un exceso cinco veces mayor a la 
concentración micelar crítica de cada uno. TRIS base (tris-hidroximetil aminometano) 4M y 
HCl 0.02M para controlar el pH. Ácido etilendiaminotetracético sal disódica (EDTA-Na2), 
ácido clorhídrico (HCl) y ácido acético (CH3COOH) para solubilizar la cáscara de huevo. 
2.2 Métodos 
1. Se evaluó la aplicabilidad de las membranas orgánicas para inducir el crecimiento 
biomimético de sales de calcio (objetivo general). Para esto, se preparó un 
montaje experimental en el que se sometió tanto a la MCH como a la membrana 
de PSS, en el SBF, a soluciones de calcio y fosfato, sobresaturadas lenta y 
gradualmente, con una proporción molar Ca/P de 1.67. 
 
En el montaje experimental se usó un marco en el que se posicionó la membrana 
con la superficie de interés boca abajo —es decir, la superficie en contacto con la 
cáscara de huevo, en el caso de la MCH—, y una cubierta que se puso sobre la 
superficie de la membrana que se encontraba boca arriba (ilustración 21). Tanto 
marco como cubierta se cortaron a láser de una lámina de Spectar PTEG 
(polietilentereftalato glicol) (ARKOS). La membrana posicionada en el marco, ya 




soluciones precursoras de calcio y fosfato con ayuda de una bomba peristáltica 
MASTERFLEX de doble canal C/L referencia 77120-32, manguera E-LAB 
TYGON de diámetro interno de 0.25mm. 
 
Ilustración 21. Montaje experimental 
2. Se obtuvo la membrana orgánica de cáscara de huevo (primer objetivo 
específico) a través de cuatro métodos distintos, usados para separarla de los 
fragmentos de cáscara de ~0.5g cada uno. Uno de los métodos de obtención fue 
la separación manual, consistente en desprender la membrana de la cáscara 
halándola con los dedos. En los otros tres métodos, la separación se hizo por 
solubilización del mineral de la cáscara en tres ácidos distintos —EDTA-Na2, HCl 
y CH3COOH—, esto es, un mismo proceso consistente en sumergir los 
fragmentos de cáscara, durante 24 horas, en tres soluciones ácidas distintas, de 
25 ml cada una, calculadas todas con un exceso cuatro veces mayor a la 
concentración estequiométrica, específica de cada ácido, necesaria para disolver 
la cáscara. Todas las membranas, después de obtenidas por cualquiera de los 
cuatro procesos, se lavaron con agua desionizada varias veces y se dejaron 




de los métodos de obtención en la estructura y la composición química de la 
MCH, se analizaron las membranas obtenidas a través de los métodos de 
observación FTIR-KBr y FTIR-ATR.  
3. Con el fin de averiguar cuáles eran las condiciones más favorables para el biomimetismo 
en el ensayo de la mineralización de sales de calcio (segundo objetivo específico), se 
establecieron unas condiciones estándar, lo más cercanas que fuera posible a las 
condiciones originales de biomineralización en el proceso natural, de esta manera: 
temperatura de 37°C, pH de 7.4, SBF, sin tensoactivo y con la MCH obtenida por el 
método manual. Además, se determinó hacer la evaluación de los resultados al primero, 
tercero y quinto días de la experimentación. A partir de una primera experimentación bajo 
estas condiciones estándar, se fueron modificando algunas de dichas condiciones de 
manera gradual y escalada, para así observar cómo afectaba cada cambio en el resultado 
de la mineralización. Estos son los cambios que se hicieron de cada condición, así como 
de algunos otros elementos de la experimentación, a lo largo de la misma: 
 
 Temperatura: se trabajó a 37°C, que es la temperatura fisiológica 
del cuerpo humano, y a 40°C, que es la temperatura del oviducto 
de la gallina donde sucede de manera natural la mineralización de 
la cáscara de huevo. 
  pH: 7.4, 8.4 Y 9.4.  
 Tensoactivos: se adicionaron tensoactivos aniónico, catiónico y 
no iónico. 
 Composición iónica: las membranas se mineralizaron tanto en un 
ambiente que imita la composición iónica del plasma sanguíneo 
(con SBF), como en agua meramente desionizada (sin SBF). 
 Método de obtención de la MCH: se comparó la mineralización 
de cada una de las membranas según se hubieran obtenido por el 
método manual o bien mediante cada una de las tres formas de 
solubilización, es decir, con EDTA-Na2, HCl o CH3COOH. 
 Tiempo de síntesis: se evaluó a 1, 3, 5 y 14 días. 
 Tipo de membrana utilizada: se comparó la mineralización con la 

























- - - - No min. 
1 Estándar MCH Manual 7.4 37° 1,3,5 - Est. 
2 Temperatur
a 
MCH Manual 7.4 40° 1,3,5 -  
T.40 
3 pH MCH Manual 8.4 37° 1,3,5 - pH+1 
4 Manual 9.4 37° 1,3,5 - pH+2 




Manual 7.4 37° 1,3,5 Aniónico 
(LSS) 
+LSS 
6 Manual 7.4 37° 1,3,5 Catiónico 
(CCP) 
+CCP 




n iónica (sin 
SBF) 
MCH Manual 7.4 37° 1,3,5 - SBFxH2O 
 Método de 
obtención 
de la MCH 
MCH 
 
Manual 7.4 37° 5 - Sep.M 
9 EDTA-
Na2 
7.4 37° 5 - Sep.EDTA 
10 HCl 7.4 37° 5 - Sep.HCl 
11 CH3CO
OH 
7.4 37° 5 - Sep.acético 
12 Tiempo de 
síntesis 
MCH Manual 7.4 37° 14 - +14d. 
13 Tipo de 
membrana 
PSS - 7.4 37° 14 - M.PSS 
 
Tabla 9. Grupos experimentales. 
4. Finalmente, las membranas tratadas se analizaron con los métodos de 
observación SEM-EDS, FTIR-ATR y XRD para evaluar la ausencia o presencia de 
cristales de sales de calcio (tercer objetivo específico). Aquí se describen los 
análisis: 
 
 Microscopía electrónica de barrido (SEM) y análisis por espectroscopía de 
energía dispersiva de rayos X (EDS): 
Las muestras de MCH y la membrana PSS tratadas se recubrieron con un Metalizador 
Quorum Q150R y se observaron con los microscopios QUANTA 2000 de FEI, Tescan 




El análisis EDS se realizó en el detector del microscopio Tescan Vega 3SB. Se calibró el 
detector con fosfatos de calcio de relación Ca/P conocida (Anexo A) y se realizó el 
análisis en un área de 100µm x 100µm, durante 1 minuto para cada muestra. 
 Espectroscopía infrarroja (FTIR-ATR) 
Los espectros de espectroscopía infrarroja de las muestras de MCH y PSS se 
adquirieron con un espectrómetro Nicolet iS10 (Thermo Scientific), con un módulo de 
reflectancia atenuada iS10 smart iTR Basic Lab IR en un rango de 400 a 4000cm-1y 16 
escaneos para cada muestra. 
Los espectros de las muestras mineralizadas se adquirieron en un rango de 400 a 
4000cm-1 y se tomaron 16 escaneos para cada muestra. Los datos se graficaron con el 
software SpectraGryph v1.2.4 y OriginPro 8.5. 
 
Deconvolución de la región 900-1200cm-1 
 
Para identificar los modos vibracionales de las bandas de fosfatos solapadas en la región 
900-1200cm-1 del espectro de FTIR-ATR se realizó deconvolución con el software 
Peakfit. 
 
Los picos de absorción superpuestos se separaron con el criterio de la segunda derivada. 
Luego se sustrajo el fondo, se aplicó línea base y se ajustaron los datos a una función de 
perfil mixta Lorentziana/Gaussiana (r2≤0.999) con suavizado de 10%, variando libremente 
la forma y amplitud de los picos. 
 
 Espectroscopía Raman  
Los espectros de espectroscopía Raman de las muestras de MCH y PSS se adquirieron 
con un microscopio Raman DXR (Thermo Scientific), con láser de 780nm, 20.0 mW, 
apertura de 50µm pinhole y tiempo de exposición de 60 segundos. 
 




Los espectros de difracción de las muestras de MCH y membrana de PSS tratadas 
fueron tomados en un equipo PANanlytical X’pert Pro, con un rango entre 3 y 90°, ánodo 
de cobre (Cu), filtro de Niquel (Ni) y disposición Bragg-Brentano. La longitud de onda del 
haz incidente fue K_α1=1.540598 Å y K_α2=1.544426 Å. Los resultados de la difracción 
fueron analizados con el software X’pert HighScore. Para la identificación de las 
muestras se utilizó la base de datos COD (Crystallographic Open Database)31 y la base 
de datos PDF-2 de 2006 ICCD (International Centre for Diffraction Data). 
                                                 
31
 Base de datos de libre acceso que puede descargarse sin ningún costo, contiene información de difracción de 





3.1 Caracterización de la membrana de cáscara de huevo 
(MCH) obtenida por método de separación manual y 
sin mineralizar  
A continuación, se caracteriza la membrana de cáscara de huevo obtenida por 
separación manual de la cáscara (MCH No min). Los análisis se realizaron sobre la 
superficie de la membrana que contacta con la cáscara de huevo. 
3.1.1 Análisis SEM-EDS: 
En las micrografías de la (Ilustración 22), es posible observar la estructura de la 
MCH, compuesta por fibras aleatoriamente organizadas. A mayor aumento 
(Ilustración 22-c) se puede notar la presencia de los nódulos mamilares como 
pequeños agregados circulares sobre las fibras. 
 
Ilustración 22. Membrana externa de cáscara de huevo, Sep. M., No min. (a), (b) y (c), 




3.1.2 Espectroscopía infrarroja (FTIR-ATR) 
El espectro de la MCH obtenida mediante separación manual de la cáscara y sin 
mineralizar presenta las bandas de absorción características de la estructura 
macromolecular de la membrana (Ilustración 23). 
 
Ilustración 23. Espectro FTIR-ATR de MCH (Sep M., No min). Se muestra la posición de las principales bandas de 




Datos espectroscópicos de la MCH (No min) 
Banda (cm
-1
) Asignación Descripción Reference 
616 Tension C-S Proteínas de matriz con 
cisteína 
(96) 
1077 COC Polisacáridos (91) 
1235 Combinación en fase de 
flexión NH y tensión CN 
Amida III (96–98) 
1443 S-O Sulfatos (91) 
1526 Combinación fuera de 
fase de la flexión en el 
plano de NH y la tensión 
CN  
Amida II (96–98) 
1631 Tensión C=O Amida I (96–98) 
3272 Tensión NH Amida A (91,96–98) 
 
Tabla 10. Bandas características del espectro de la MCH, (Sep M., No min.) 
 
Ilustración 24. Espectros FTIR-ATR de membrana externa (Sep m., No min) y cáscara de huevo. En el 
espectro de la cáscara con membrana de huevo es posible observar tres bandas de absorción de calcita, en 
712, 876 y 1410 cm
-1
 de la flexión en el plano O-C-O, la flexión fuera de plano de    
  , y la tensión 
asimétrica de C-O (99). La MCH muestra bandas de absorción de su estructura orgánica y además preserva 
la banda de 876cm
-1





3.1.3 Espectroscopía Raman 
En el espectro Raman de la MCH (Ilustración 25), aunque hay algo de ruido, es posible 
identificar bandas que dan cuenta de la estructura proteica de la membrana (Tabla 11). 
 
 
Ilustración 25. Espectro Raman de la MCH (Sep.M., No min.) (100). 




509 S-S estiramiento asimétrico Proteínas de matriz con cisteína  
1257 Vibraciones del grupo peptídico: 
estiramiento C-N acoplado a flexión N-H  
Amida III 
1450 Vibraciones del grupo peptídico: 
estiramiento C-N acoplado a flexión N-H  
Amida II 
1666 C=O Amida I 
 




El espectro de la MCH (Sep. M., No min.) no muestra bandas de absorción relacionadas 
presentes en la cáscara de huevo o la cáscara con membrana de huevo (Ilustración 26).  
 
Ilustración 26. Espectro Raman de: sólo cáscara, cáscara con membrana y sólo membrana de huevo (Sep m. 
No min.). El espectro Raman de la cáscara muestra bandas de absorción de calcita en 218, 715 y 1090cm
-1
. 
La primera corresponde al modo fonón de la calcita, la segunda y la tercera con la deformación y el 
estiramiento simétrico de    
   respectivamente, además se observan otros picos no identificados en 154 y 
2500cm
-1
. El espectro Raman de la cáscara con membrana de huevo, muestra dos bandas relacionadas con 
calcita en 280 y 1090cm
-1
, otras en 1450 y 1666cm
-1
 relacionadas con la estructura proteica de la membrana 
(amida I y amida II) y una en 1340cm
-1
 no identificada. Finalmente, el espectro de sólo la MCH separada 
manualmente y sin mineralizar no presenta ninguna banda de calcita, y presenta las bandas amida I, II y III 
en las posiciones 1666, 1450 y 1257cm
-1
. Además, es posible observar la banda en 510cm
-1
, relacionada con 
enlaces S-S de las proteínas ricas en sulfatos de la MCH y la banda en 1330cm
-1
, que también es visible en 
el espectro de la cáscara con membrana (101,102). Espectros de elaboración propia. 
 
3.1.4 Difracción de rayos X (XRD) 
Debido a su alto contenido amorfo, la MCH no tiene un patrón de difracción con picos 
definidos y caracterizados. Sin embargo, es posible observar dos picos de difracción en 





Ilustración 27. Patrón de difracción de la MCH externa (Sep m., No min.). Se señalan dos picos de difracción 
en las posiciones cercanas a 2θ= 10 y 25. Gráfica de elaboración propia. 
 
Al comparar los patrones de difracción es posible notar que el pico cercano a 2θ=25 
también está presente en los patrones de difracción de cáscara con membrana de huevo, 
la cáscara de huevo (sin membrana) y el patrón de difracción de calcita analítica en 
polvo, aunque este pico no está presente en la superficie de la membrana interna de la 
membrana de cáscara de huevo (Ilustración 28). El otro pico de difracción de la 
membrana externa de cáscara de huevo cercano a 2θ=10, no se encuentra en ninguno 






Ilustración 28. Comparación de los espectros de cáscara de huevo, la cáscara con membrana de huevo, la 
membrana interna y la membrana externa de la cáscara de huevo (Sep m., No min.). (x) picos de difracción 




3.2 Caracterización de la MCH obtenida por 
solubilización ácida de la cáscara con ácido 
clorhídrico (HCl), ácido etilendiaminotetraacética sal 
disódica (EDTA-Na2) y ácido acético (CH3COOH) 
 
Cuando se obtiene la MCH solubilizando el mineral de la cáscara con soluciones ácidas 
de HCl y EDTA-Na2, se producen cambios en la estructura química de la MCH de las 
bandas características presentes en el método de obtención manual de la MCH 
(Ilustración 23). En la (ilustración 29), el espectro de la MCH obtenida por solubilización 
de la cáscara con HCl no presenta la banda de absorción amida III; en la (ilustración 30), 
los espectros de las MCH obtenidas por solubilización del mineral de la cáscara con HCl 
y de  EDTA-Na2 presentan la banda de sulfatos menos definida y desplazada de su 
posición. Por otra parte, la solubilización de la cáscara con CH3COOH conserva las 
bandas de absorción de manera similar al método de separación manual tanto en los 
espectros FTIR-KBr como ATR (ilustración 29 y 30) Además, se observó la presencia de 
bandas de absorción relacionadas con el mineral de la cáscara en todas las membranas, 
sin importar el método de obtención de la cáscara32. 
                                                 
32
 Las bandas de absorción relacionadas con el mineral de la cáscara se encuentran en las posiciones 875cm
-1 
(vibración 
fuera del plano de    
  ) y 712cm
-1






Ilustración 29. (a) Espectros FTIR-KBr de la MCH obtenida por separación manual y solubilización ácida del 
mineral de la cáscara (HCl, EDTA-Na2 y CH3COOH). La asignación de bandas se realizó de acuerdo con las 





Ilustración 30. (a) Espectros FTIR-ATR de la MCH obtenida por separación manual y solubilización ácida del mineral de la 
cáscara (HCl, EDTA-Na2 y CH3COOH). La asignación de bandas se realizó de acuerdo con la referencia (91). (b) Zoom 
in, banda de absorción relacionada con el mineral de la cáscara. 
 
3.3 Caracterización de la MCH mineralizada en 
condiciones estándar  
En el caso de las condiciones estándar de mineralización biomimética (Est.) (tabla 
12), las muestras del primer, tercer y quinto día se analizaron con SEM y FTIR-ATR. 
Además, para la muestra del quinto día se realizó deconvolución de la banda de fosfatos 

















1 Estándar MCH Manual 7.4 37° 1,3,5 Sin 
tensoactivo 
Est. 




3.3.1 Análisis SEM-EDS: 
La (ilustración 31) muestra que la membrana mineralizada (Est.) después de 1 día 
presenta fibras un poco más gruesas que la MCH sin mineralizar (día 0), pero no se 
observa ningún depósito mineral. En el tercer día de mineralización (Est.), las MCH 
presentan agregados con un diámetro aproximado de 1 a 2µm, que se distribuyen 
aleatoriamente sobre su superficie. A mayor aumento (12000x) se puede ver la textura 
rugosa de estos depósitos. Finalmente, en el quinto día de mineralización (Est.), los 
agregados amorfos se agrupan en racimos y aumentan de tamaño. El análisis EDS 
muestra una proporción molar Ca/P de 0.66 que no se asemeja a la de ningún fosfato de 
calcio. Se repiten las micrografías SEM del día 0, es decir la MCH sin mineralizar y 






Ilustración 31. Imágenes SEM de electrones secundarios de la MCH. Día 0, repetición de la MCH (No min.) (Ilustración 22). 
Día 1, 3 y 5 de la MCH mineralizada (Est.). (a), (b) y (c), MCH después del día 1 de mineralización (Est.), a 800x, 3000x y 
12000x. (d), (e) y (f), MCH después del día 3 de mineralización (Est.), a 800x, 3000x y 12000x. (g), (h) e (i), MCH después 
del día 5 de mineralización (Est.), a 800x, 3000x y 12000x. 30Kv. Las imágenes con electrones retrodispersados se 




3.3.2 Espectroscopía infrarroja (FTIR-ATR) 
Los espectros de las MCH mineralizadas (Est.), muestran un pico de base ancha, y de 
poca intensidad en la región de 900 a 1200cm-1 a partir del tercer día. Este pico, con un 
centro cercano a 1029 cm-1, se asigna al modo de vibración    P-O de    
    (ilustración 
32). También se observan otras bandas de interés en el espectro de las MCH 
mineralizadas (Est.), asignadas como bandas características de la estructura de la MCH 
(Tabla 10). 
Si se compara la intensidad de la banda de fosfatos que se forma en los espectros de la 
MCH mineralizada (Est.) en los días 3 y 5 con las bandas de absorción relacionadas con 
la estructura de la MCH, la banda de fosfatos es de intensidad débil, mientras que la 
intensidad de la bandas de la membrana, como la banda amida I (1650 cm-1) permanece 
fuerte (ilustración 32). Esta comparación nos permite realizar una aproximación de la 
poca cantidad existente de depósitos de fosfatos de calcio en la membrana y el escaso 
recubrimiento que tiene en las fibras. 
 




3.3.3 Deconvolución región 900-1200 cm
-1
 del espectro FTIR-ATR 
La deconvolución de esta región muestra las 6 sub-bandas para el dominio vibracional    
de    
   (ilustración 33). Al comparar estas bandas de nuestro espectro con las bandas  
de los fosfatos de calcio descritos por Rey et al (49)., cuatro de las bandas presentes se 
relacionan con modos vibracionales de fuerte intensidad en OCP, las bandas de esta 
muestra, de intensidad media a fuerte, se presentan de forma similar a como sucede en 
este fosfato; las bandas de 1028, 1052, 1110 y 1121cm-1. La banda de 1006cm-1 también 
se relaciona con una banda débil de OCP y de DCPD y la banda de 1082cm-1, que se 
presenta con intensidad media, está en β-TCP con intensidad débil.  
 
 
Ilustración 33. Deconvolución de la región 900-1200cm-1 de la MCH mineralizada (Est.), asignación de la posible fase de 
fosfato de calcio. 
3.3.4 Espectroscopía Raman 
El espectro de la MCH mineralizada (Est.), además de las bandas de absorción 
características de la MCH, una banda en la posición 1004 cm-1 relacionada con el modo 





Ilustración 34. (a) Espectro Raman de la MCH sin tratamiento. (b) Espectro Raman de la MCH mineralizada en condiciones 
estándar. En verde se señala el pico relacionado con OCP: 
3.3.5 Difracción de rayos X (XRD) 
El patrón de difracción de la MCH mineralizadas (Est.) no permite identificar una fase 
mineral, si acaso sólo algunos picos de difracción (ilustración 35). El pico más intenso, 






Ilustración 35. (arriba) patrón XRD de MCH sin mineralizar, (abajo) MCH mineralizada en condiciones estándar (grupo 1). 
() indica el pico de difracción 2 θ= 44-45°. 
Las condiciones estándar producen depósitos en la MCH a partir del tercer día de 
mineralización. Dichos depósitos tienden a agregarse y presentan una relación molar 
Ca/P de 0.66. El análisis de FTIR muestra que aparece una banda de absorción desde el 
tercer día, la cual está relacionada con fosfatos de calcio. Al realizar la deconvolución de 
esta banda se encuentra un predominio de bandas presentes en la fase bien definida de 
OCP, uno de DCPD y otro de β-TCP.  
3.4 Caracterización de la MCH mineralizada con 
modificación de la temperatura  
La modificación de la temperatura  
Tabla 9) se realizó de 37°C a 40°C, las demás condiciones se mantuvieron como las 
condiciones estándar de mineralización. (T. 40, ver tabla 13). Las muestras de MCH 
mineralizadas en estas condiciones se analizaron con SEM y FTIR-ATR el primer, tercer 
y quinto día. En la muestra del quinto día, además, se analizó la banda de fosfato de 
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2 Temperatura MCH Manual 7.4 40° 1,3,5 - T.40 
Tabla 13. Condiciones de biomineralización biomimética con modificación de la temperatura 
3.4.1 Análisis SEM-EDS: 
Desde el primer día un recubrimiento mineral rodea las fibras de la MCH, las cuales se 
tornan más gruesas, y los espacios entre las fibras se ven de menor tamaño. Con mayor 
aumento es posible ver que este depósito se conforma por agregados semicirculares de 
1 a 2 µm de diámetro y con textura rugosa. A mayor tiempo de maduración, días 3 y 5, 
estos agregados adquieren forma de rosetas con hojas planas que, a su vez, se agrupan 
en racimos (ilustración 36). Luego de calibrar el EDS, la proporción molar Ca/P obtenida 





Ilustración 36. Imágenes SEM de electrones secundarios de la MCH, mineralizada con modificación de la temperatura de 
síntesis a 40°C (T.40). Día 0, repetición de la MCH (No min.) (Ilustración 22). (a), (b) y (c), MCH después del día 1 de 
mineralización (T.40) a 800x, 3000x y 12000x. (d), (e) y (f), MCH después del día 3 de mineralización (T.40), a 800x, 3000x 
y 12000x. (g), (h) e (i), MCH después del día 5 de mineralización (T.40), a 800x, 300x y 12000x. 30 Kv. Las imágenes con 




3.4.2 Espectroscopía infrarroja (FTIR-ATR) 
La banda de fosfatos (900-1200cm-1) aparece desde el primer día, pero en los días 3 y 5 
se agudiza y aumenta en intensidad. También se observa cómo, progresivamente, a 
mayor tiempo de mineralización, la banda amida I (1650cm-1) disminuye en intensidad, 
hasta que en el día 5 es casi inexistente (ilustración 37). Lo mismo sucede con la banda 
de absorción de proteínas localizada en 3280 cm-1 y con la de lípidos localizada 
alrededor de 2750cm-1, además de con otras bandas características de la estructura 
proteica de la membrana (Tabla 10). 
 
 
Ilustración 37. Espectros FTIR-ATR de la MCH mineralizada con modificación en la temperatura de síntesis a 40°C (T.40).  
día 0, 1, 3 y 5. El recuadro muestra la aparición de la banda de fosfatos en la región 900 a 1200cm
-1
 y las flechas muestran 




3.4.3 Deconvolución región 900-1200 cm
-1
 del espectro FTIR-ATR 
La deconvolución de esta región muestra las 8 sub-bandas para el dominio vibracional    
de    
   (ilustración 38). En la comparación con espectros de fosfatos de calcio bien 
definidos hay tres bandas que se asocian con HA, en 961, 1037 y 1098cm-1, de las 
cuales 1037 y 1098cm-1 son de fuerte intensidad tanto en HA como en esta muestra, 
además de que también son características de HA.  Cuatro bandas de esta muestra, que 
se presentan con intensidad media, están presentes en OCP con intensidad fuerte, 
localizadas en 1018, 1053, 1074 y 1122cm.1 y una banda de intensidad media en 
1000cm-1, que en el espectro de OCP y DCPC es débil. La banda de 1037cm-1 también 
se encuentra con la misma intensidad en ACP (49).  
 
Ilustración 38. Deconvolución de la región 900-1200cm-1 de la MCH mineralizada con modificación de la temperatura a 
40°C (grupo 2). Arriba de cada banda se encuentra la asignación con un fosfato de calcio definido. 
3.4.4 Espectroscopía Raman 
El espectro de la MCH mineralizada con la temperatura modificada a 40°C muestra, 




una banda en la posición 1000 cm-1 asociada a OCP y otras bandas sin identificar en las 
posiciones 656, 881 1328 y 1555cm-1. 
 
Ilustración 39. (a) Espectro Raman de la MCH sin tratamiento. (b) Espectro Raman de la MCH mineralizada con 
modificación de la temperatura a 40°C (T. 40). En el recuadro verde se señala el pico relacionado con OCP. 
3.4.5 Difracción de rayos X (XRD) 
En el patrón de difracción de la MCH mineralizada con modificación de la temperatura a 
40°C (y las demás condiciones como las estándar) el software HighScore Plus identificó 
algunos picos de difracción de baja intensidad que no pudieron asociarse a minerales de 





Ilustración 40. (arriba) patrón XRD MCH sin mineralizar (abajo) mineralizada con modificación de la temperatura a 40°C 
(T.40). 
3.5 Características de la MCH mineralizada con 
modificación del pH. 
El pH 7.4 utilizado para mineralizar en condiciones estándar (grupo 1) se modificó a 8.4 y 
9.4 para los grupos 3 y 4 respectivamente. Las demás condiciones se mantuvieron como 
en el grupo 1 (MCH separada de forma manual, 37°C y 5 días de síntesis). Para estas 
muestras se realizó análisis SEM y FTIR-ATR en los días 1 ,3 y 5. Para la muestra final 
(quinto día) se realizó deconvolución del espectro de FTIR en la región 900-1200cm-1, 










3.5.1Caracterización de la membrana 
mineralizada a pH 8.4 
3.5.1.1 Análisis SEM-EDS 
Un recubrimiento denso y amorfo recubre las fibras de la membrana después del primer 
día. En los días tercero y quinto, el espacio entre las fibras de la membrana se va 
reduciendo, y se observa más mineral. Al igual que otras muestras, con el tiempo los 
depósitos minerales toman forma semicircular con tendencia a agregarse en racimo. La 


















3 pH MCH Manual 8.4 37° 1,3,5 - pH+1 
4 Manual 9.4 37° 1,3,5 - pH+2 





Ilustración 41. Imágenes SEM de electrones secundarios de la MCH, mineralizada con modificación del pH a 8.4 (pH+1). 
Día 0, repetición de la MCH separada manualmente de la cáscara y sin mineralizar (Ilustración 22). (a), (b) y (c), MCH 
después del día 1 de mineralización (pH+1), a 800x, 3000x y 12000x. (d), (e) y (f), MCH después del día 3 de 
mineralización (pH+1), a 800x, 3000x y 12000x. (g), (h) e (i), MCH después del día 5 de mineralización (pH+1), a 800x, 





3.5.1.2 Espectroscopía Infrarroja (FTIR-ATR) 
Desde el 1er día, es posible evidenciar el pico de fosfatos en la región 900-1200 cm-1, que 
aparece con fuerte intensidad y se agudiza en el quinto día. Los picos relacionados con 
proteínas y lípidos disminuyen en intensidad y definición progresivamente, siendo ya 
poco perceptibles para el quinto día (ilustración 42). 
 
Ilustración 42. Espectros FTIR-ATR de la MCH mineralizada con modificación del pH a 8.4 (pH+1). (a) día 0. (b) día 1, 
3 y 5. 




La deconvolución de esta región muestra las 7 sub-bandas para los dominios 
vibracionales relacionados con fosfatos (ilustración 43). La banda de intensidad media en 
960cm-1 aparece en los espectros de los fosfatos de calcio bien definidos OCP y HA con 
intensidad débil. Las bandas de intensidad fuerte en 1022 y 1055cm-1 se encuentran en 
OCP con la misma intensidad. Las bandas de 996 y 1077cm-1 aparecen tanto en OCP 
como en DCPD, aunque estas bandas no son características para ninguno de los dos 





Ilustración 43. Deconvolución de la región 900-1200cm
-1
 de la MCH mineralizada con modificación del pH a 8.4 (pH+1) 
3.5.1.4 Espectroscopía Raman 
El espectro Raman de la membrana mineralizada con modificación del pH a 8.4 muestra 
un pico de absorción en la región 956 cm-1, el cual se asigna al modo de vibración de 
tensión simétrica de      
   con frecuencia similar al OCP (49). 
 
Ilustración 44. (a) Espectro Raman de la MCH sin tratamiento. (b) Espectro Raman de la MCH mineralizada con 




3.5.1.5 Difracción de rayos X (XRD) 
El software HighScore no identificó fase mineral, a pesar de los picos en las posiciones 
2θ= 29, 32 en patrones de hidroxiapatita (103), (ilustración 45). 
 
Ilustración 45. (arriba) patrón XRD MCH sin mineralizar (abajo) después de la mineralización biomimética con 




3.5.2 Caracterización de la membrana mineralizada a pH 9.4 
3.5.2.1 Análisis SEM-EDS 
Hay un recubrimiento denso y amorfo alrededor de las fibras de la membrana después 
del día 1. En los días 3 y 5, el espacio entre las fibras de la membrana se va reduciendo 
a medida que la cantidad de mineral aumenta. Al igual que en otras muestras, con el 
tiempo los depósitos minerales toman forma semicircular con tendencia a agregarse en 





Ilustración 46.Imágenes SEM de electrones secundarios de la MCH, mineralizada con modificación del pH a 9.4 (pH+2). 
Día 0, repetición de la MCH separada manualmente de la cáscara y sin mineralizar (Ilustración 22). (a), (b) y (c), MCH 
después del día 1 de mineralización (pH+2), a 800x, 3000x y 12000x. €, (f) y (g), MCH después del día 3 de mineralización 
(pH+2), a 800x, 3000x y 12000x. (g), (h) e (i), MCH después del día 5 de mineralización (pH+2), a 800x, 3000x y 12000x. 





3.5.2.2 Espectroscopía Infrarroja (FTIR-ATR) 
La banda de fosfatos aparece desde el primer día. Al mismo tiempo, las bandas 
relacionadas con proteínas y lípidos disminuyen en intensidad hasta que en el 
quinto día son casi imperceptibles (ilustración 47).  
 
Ilustración 47. Espectros FTIR-ATR de la MCH, mineralizada con modificación del pH a 9.4 (pH+2). Se muestran espectros 
del día 0, 1, 3 y 5. El recuadro señala la formación de la banda en la región 900-1200cm
-1
 y la flecha señala la disminución 
de intensidad de las bandas relacionadas con la estructura de la membrana. 
3.5.3 Deconvolución región 900-1200 cm
-1
 del espectro FTIR-ATR 
La banda de 1048cm-1 de fuerte intensidad se relaciona tanto con HA como con ACP, 
siendo para ambas estructuras una banda principal. La banda de 1094cm-1 se relaciona 
con HA, aunque el espectro de HA es fuerte mientras que el espectro de la banda 
obtenida es débil. La banda de 960cm-1 corresponde tanto a HA cómo a OCP, pero en 
ningún fosfato de calcio es característica. La banda de 994 y 1073cm-1 presenta poca 
intensidad y corresponde tanto a OCP como a DCPD, pero tampoco son bandas 





Ilustración 48. Deconvolución de la región 900-1200cm
-1
 de la MCH mineralizada con modificación del pH a 
9.4. 
3.5.4 Espectroscopía Raman 
El espectro Raman de la membrana mineralizada con modificación del pH a 9.4 (grupo 
4), al igual que lo observado con el pH 8.4, muestra un pico de absorción en la región 
959 cm-1  el cual se asigna al modo de vibración de tensión simétrica de      
   con 
frecuencia similar al OCP (49). 
 
 
Ilustración 49. (a) Espectro Raman de la MCH sin tratamiento. (b) Espectro Raman de la MCH mineralizada 




3.5.5 Difracción de rayos X (XRD) 
El patrón de difracción de la MCH con modificación del pH a 9.4 (obtención manual de la 
MCH, pH 9.4, 37°C, 5 días), se identificó como hidroxiapatita carbonatada identificada en 
la base de datos COD (Código de referencia 96-900-3555) (ilustración 50 y tabla 15) y en 
la base de datos ICCD se identificó cómo hidroxiapatita (Código de referencia 00-001-
1008)  (ilustración 47) y (tabla 16). 
 
 
Ilustración 50. (arriba) patrón XRD MCH sin mineralizar (abajo) después de la mineralización biomimética con 
modificación del pH a 9.4 (pH+2). 
Base de datos Código de Referencia Nombre del compuesto Puntuación 
COD 96-900-3555 Carbonate-hydroxylapatite 56 





Tabla 15. Identificación de hidroxiapatita carbonatada para la muestra de MCH mineralizada con modificación del pH a 9.4 













Las membranas se mineralizaron con las condiciones estándar y además se adicionaron, 
independientemente, los tensoactivos: lauril sulfato de sodio (+LSS), cloruro de cetil 
piridino (+CCP) y tergitol NP 10 (+Ter.). Para las muestras de estos tres grupos se realizó 
análisis SEM y FTIR-ATR en los días 1 ,3 y 5.Para la muestra final (día 5) se realizó 
deconvolución del espectro de FTIR en la región 900-1200cm-1, espectroscopía Raman y  
XRD. 
3.6.1 Análisis EDS-SEM 
Las MCH mineralizadas en condiciones estándar con adición de LSS —tensoactivo 
aniónico— presentan un depósito de textura lisa que se ubica entre las fibras, el cual 
crea una capa que ocluye el espacio entre ellas, además de algunos pocos depósitos 
granulares de pocas micras de diámetro (ilustración 51-d,e,f). Esta forma de 
recubrimiento es diferente para el quinto día, donde el recubrimiento que tiene una 
textura rugosa rodea las fibras dejando visibles algunos espacios entre las fibras 






















Manual 7.4 37° 1,3,5 Aniónico 
(LSS) 
+LSS 
6 Manual 7.4 37° 1,3,5 Catiónico 
(CCP) 
+CCP 
7 Manual 7.4 37° 1,3,5 No iónico 
(Ter.) 
+Ter 
Tabla 16. Condiciones de mineralización, con adición de tensoactivos aniónico (+LSS), catiónico 




Aunque en las MCH mineralizadas en condiciones estándar con adición de CCP el 
tensoactivo no presenta un depósito visible, como sí sucede en los otros tratamientos, en 
cambio sí se puede notar que los nódulos mamilares están menos definidos (ilustración 
52) La proporción molar Ca/P obtenida luego de la calibración fue de 1.84. 
En las MCH mineralizadas en condiciones estándar con adición de Ter — tensoactivo no 
iónico— se forman depósitos pequeños granulares y distribuidos en desorden sobre las 










Ilustración 51. Imágenes SEM de electrones secundarios de la MCH mineralizada en condiciones estándar y con adición 
de tensoactivo aniónico (+LSS). Día 0, repetición de la MCH (No min) (Ilustración 22). (a, b y c). Mineralización MCH 
(+LSS) día 1, 800x, 3000x y 12000x (d, e y f). Mineralización MCH (+LSS) día 3, 800x, 3000x y 12000x. (g, h e i) 
Mineralización MCH (+LSS) día 5, 800x, 3000x y 12000x. Las imágenes con electrones retrodispersados se encuentran en 







Ilustración 52.  Imágenes SEM de electrones secundarios de la MCH mineralizada en condiciones estándar y con adición 
de tensoactivo catiónico (+CCP). Día 0, repetición de la MCH (No min) (Ilustración 22). (a, b y c). Mineralización MCH 
(+CCP) día 1, 800x, 3000x y 12000x (d, e y f). Mineralización MCH (+CCP) día 3, 800x, 3000x y 12000x. (g, h e i) 
Mineralización MCH (+CCP) día 5, 800x, 3000x y 12000x. Las imágenes con electrones retrodispersados se encuentran en 






Ilustración 53. Imágenes SEM de electrones secundarios de la MCH mineralizada en condiciones estándar y con adición 
de tensoactivo no iónico (+Ter). Día 0, repetición de la MCH (No min) (Ilustración 22). Mineralización MCH (+Ter) día 1, 
800x, 3000x y 12000x (d, e y f). Mineralización MCH (+Ter) día 3, 800x, 3000x y 12000x. (g, h e i) Mineralización MCH 






3.6.2 Espectroscopía Infrarroja (FTIR-ATR) 
Los espectros de la MCH mineralizada en condiciones estándar y adición de LSS (grupo 
5) muestran la formación de una banda de fosfatos que, con el tiempo, adquiere una 
forma más definida. Además, a medida que esto sucede, las bandas de la estructura 
proteica de la membrana disminuyen progresivamente en intensidad (ilustración 54). 
Los espectros de las MCH mineralizadas en condiciones estándar con adición de CCP 
también muestran la presencia de una banda de fosfatos a partir del tercer día. Las 
bandas de la estructura de la membrana modifican su intensidad y permanecen 
constantes desde el primer hasta el quinto día (ilustración 55).  
Los espectros de las MCH mineralizadas en condiciones estándar con adición de Ter 
también presentan la banda de fosfatos, pero de poca intensidad y mal definida, además 
de que solo aparece hasta el quinto día (ilustración  56). 
 
Ilustración 54. Espectros FTIR-ATR de la MCH mineralizada en condiciones estándar con adición de tensoactivo aniónico 
(+LSS). Con los recuadros naranja se señala la aparición de bandas en la región de fosfatos 900-1200cm
-1
. Las flechas 





Ilustración 55. Espectros FTIR-ATR de la MCH mineralizada en condiciones estándar con adición de tensoactivo catiónico 
(+CCP). En el recuadro naranja se muestra la banda de fosfatos 900-1200cm
-1






Ilustración 56. Espectros FTIR-ATR de la MCH mineralizada en condiciones estándar con adición de Ter. En rojo se señala 




3.6.3 Deconvolución región 900-1200 cm
-1
 del espectro FTIR-ATR 
La deconvolución muestra 6 sub-bandas para la MCH mineralizada en condiciones 
estándar y adición de LSS, 7 sub-bandas para la MCH con adición de CCP y 4 sub-
bandas para la MCH con adición de Ter. (ilustración 57,58 y 59).).  
La MCH mineralizada en condiciones estándar y con adición de LSS muestra dos bandas 
relacionadas con HA, una con poca intensidad en 959cm-1 y otra con intensidad media en 
1048cm-1, ésta última también se presenta en ACP y en ambos fosfatos de calcio está 
con intensidad fuerte. Tres bandas de OCP, una de intensidad fuerte en 1020cm-1, y dos 





La MCH mineralizada en condiciones estándar y con adición de CCP, muestra tres 
bandas características de OCP en 1025, 1077 y 1104cm-1, aunque sólo en 1025cm-1 es 
de intensidad fuerte. Se encuentran dos bandas relacionadas con HA, una con poca 
intensidad en 959cm-1 y otra con intensidad media en 1049cm-1, ésta última también se 
presenta en ACP y en ambos fosfatos de calcio está con intensidad fuerte. Finalmente se 
encuentra también una banda en 1003cm-1 presente en OCP y DCPD pero no 
característica de ninguno de estos fosfatos (49). 
La MCH mineralizada en condiciones estándar y adición de CCP sólo muestra bandas de 
absorción relacionadas con OCP (49). 
 
Ilustración 57. Deconvolución de la región 900-1200cm
-1
 de la MCH mineralizada en condiciones estándar y adición de 
LSS. 
 
Ilustración 58. Deconvolución de la región 900-1200cm
-1






Ilustración 59. Deconvolución de la región 900-1200cm
-1




3.6.4 Espectroscopía Raman 
El espectro Raman de la MCH mineralizada en condiciones estándar y con adición de 
LSS (grupo 5), muestra un pico hacia 1063cm-1 relacionado con DCPD (ilustración Por 
otra parte el espectro Raman de la MCH mineralizada en condiciones estándar y con 
adición de CCP se observa muy ruidoso por lo que no es posible identificar bandas de 
absorción. Finalmente, el espectro Raman de la MCH mineralizada en condiciones 
estándar y con adición de Ter se presenta un pico relacionado con OCP y DCPC  en 
1002cm-1. 
 
Ilustración 60. Espectros Raman (a) MCH sin tratamiento (b) MCH mineralizada en condiciones estándar con adición de 





Ilustración 61. Espectros Raman (a) MCH sin tratamiento (b) MCH mineralizada en condiciones estándar con adición de 
tensoactivo catiónico (+CCP). 
 
Ilustración 62. Espectros Raman (a) MCH sin tratamiento (b) MCH mineralizada en condiciones estándar con adición de 




3.6.5 Difracción de rayos X (XRD) 
La mineralización de la MCH con adición de LSS produjo un patrón de XRD identificado 
como “hidroxiapatita carbonatada” identificada en la base de datos COD (ilustración 63 y 
tabla 17). Los patrones XRD de la MCH con adición de CCP y Ter no pudieron 
identificarse como fases minerales (ilustración 63).  
 
Ilustración 63. (arriba) patrón XRD MCH sin mineralizar (abajo) mineralizada en condiciones estándar y con 
adición de LSS (grupo 5). 
Base de datos Código de Referencia Nombre del compuesto Puntuación 
COD 96-900-3555 Carbonate-hydroxylapatite 48 




Tabla 17. Identificación de hidroxiapatita carbonatada para la muestra de MCH después de la mineralización 





3.7 Caracterización de la MCH mineralizada con 
modificación de la composición iónica (sin SBF) 
La composición iónica se modificó al cambiar el medio acuoso del SBF a agua 
desionizada. Para las muestras de este grupo se realizó análisis SEM y FTIR-ATR en los 
días 1 ,3 y 5. En la muestra final (quinto día) se realizó deconvolución del espectro de 
FTIR en la región 900-1200cm-1, espectroscopía Raman y XRD. 
 
3.7.1 Análisis SEM-EDS 
En las imágenes del tercer día es posible ver unos pocos depósitos amorfos y de textura 
rugosa distribuidos aleatoriamente en la membrana, los cuales parecen multiplicarse en 
el quinto día. Estos últimos, al igual que en otras muestras, son depósitos pequeños de 
1x1µm, globulares y que muestran tendencia a aglomerarse (ilustración 64). La 


















n iónica (sin 
SBF) 
MCH Manual 7.4 37° 1,3,5 - SBFxH2O 






Ilustración 64. Imágenes SEM de electrones secundarios de la MCH mineralizada con modificación de la composición 
iónica (SBFxH2O). Día 0, repetición de la MCH (Sep. M., No min) (Ilustración 22). (a), (b) y (c), MCH después del día 1 de 
mineralización (SBFxH2O), a 800x, 3000x y 12000x. (d), (e) y (f), MCH después del día 3 de mineralización, a 800x, 3000x 
y 12000x. (g), (h) e (i), MCH después del día 5 de mineralización, a 800x, 3000x y 12000x. Las imágenes con electrones 




3.7.2 Espectroscopía Infrarroja (FTIR-ATR) 
Para la MCH mineralizada con modificación de la composición iónica (sin SBF), el primer 
y quinto día se observa una banda de fosfatos en la región de 900 a 1200cm-1. En el 
tercer día dicha banda ya no está presente. Las bandas relacionadas con proteínas y 
lípidos permanecen con la misma intensidad los tres días (ilustración 65). 
 
Ilustración 65. Espectros FTIR-ATR, de la MCH mineralizada en condiciones estándar y con modificación de la 
composición iónica (SBFxH2O), días 1, 3 y 5. 
3.7.3 Deconvolución región 900-1200 cm
-1
 del espectro FTIR-ATR 
La deconvolución de esta región muestra las 8 sub-bandas para el dominio vibracional de 
fosfatos de calcio. La banda hacia 962cm-1 se encuentra en HA y OCP, la banda en 
1005cm-1  en OCP y DCPD, la banda en 1026cm-1 es característica de OCP, la banda en 
1045cm-1 en HA y ACP, la banda en 1067cm-1 es característica de DCPD y la banda en 





Ilustración 66. Deconvolución de la región 900-1200cm
-1
 de la MCH después de la mineralización biomimética con 
modificación de la composición iónica (SBFxH2O). 
 
3.7.4 Espectroscopía Raman 
Para la MCH mineralizada con modificación de la composición iónica (sin SBF) la 
espectroscopía Raman muestra bandas de absorción relacionadas con fosfatos de calcio 






Ilustración 67. (a) espectro Raman de la MCH sin mineralizar (b) MCH mineralizada con modificación de la composición 
iónica (sin SBF). 
 
3.7.5 Difracción de rayos X (XRD) 
El patrón de XRD de la MCH mineralizada en condiciones estándar y con modificación de 
la composición iónica (SBFxH2O) no produjo ningún mineral identificable por XRD 






Ilustración 68. (arriba) patrón XRD MCH sin mineralizar (abajo) mineralizada con modificación de la composición iónica 
(SBFxH2O) 
3.8 Caracterización de la MCH mineralizada en 
condiciones estándar, obtenida con solubilización 
del mineral de la cáscara con EDTA-Na2, HCl o 
CH3COOH 
Las membranas obtenidas mediante la solubilización ácida de la cáscara de huevo con 
EDTA-Na2, HCl y CH3COOH se mineralizaron en condiciones estándar. Para las 
muestras de este grupo se realizó análisis SEM y FTIR-ATR sólo para el quinto día,  
también se realizó deconvolución del espectro de FTIR en la región 900-1200cm-1, 






999En la tabla se describen las condiciones experimentales para esta sección y las 




3.8.1 Análisis SEM-EDS. 
La MCH obtenida por solubilización de la cáscara con EDTA-Na2 y mineralizada en 
condiciones estándar muestra, hacia el quinto día de mineralización, un recubrimiento de 
apariencia rugosa en las fibras de la membrana (ilustración 69-a, b y c). 
En el día 5 de mineralización de la MCH obtenida por solubilización de la cáscara con 
HCl y mineralizada en condiciones estándar, es posible observar, aunque sólo en 
12000x, pequeños depósitos redondos puntiagudos de aproximadamente 0.8 µm de 
diámetro alrededor de las fibras (ilustración 69339-d, e y f).   
En el día 5 de mineralización de la MCH obtenida por solubilización de la cáscara con 
CH3COOH y mineralizada en condiciones estándar, se puede observar que las fibras se 
encuentran recubiertas por depósitos que toman la forma de hojas planas (ilustración 69-
g,h, i).  
La proporción Ca/P calculada para las membranas obtenidas por desmineralización de la 

















 Método de 
obtención 
de la MCH 
MCH 
 
Manual 7.4 37° 5 - Sep.M 
9 EDTA-
Na2 
7.4 37° 5 - Sep.EDTA 
10 HCl 7.4 37° 5 - Sep.HCl 
11 CH3CO
OH 
7.4 37° 5 - Sep.acético 







Ilustración 69. Imágenes SEM de electrones secundarios de la MCH (Sep: EDTA, HCl y acético). Día 0, repetición de la 
MCH (Sep. M., No min.) (Ilustración 22). (a), (b) y (c), MCH mineralizada (Sep. EDTA) a 800x, 3000x y 12000x. (d), (e) y (f) 
MCH mineralizada (Sep. HCl) a 800x, 3000x y 12000x. (g), (h) e (i) MCH mineralizada (Sep. Acético) a 800x, 3000x y 





3.8.2 Espectroscopía Infrarroja (FTIR-ATR) 
En los espectros de las MCH obtenidas mediante solubilización ácida de la cáscara y 
mineralizadas bajo condiciones estándar, se observa la banda de absorción relacionada 
con fosfatos de calcio en la posición de 900 a 1200cm-1 (ilustración 70). Por su parte, los 
espectros de la membrana obtenida por solubilización de HCl y CH3COOH conservan las 
bandas relacionadas con proteínas y lípidos. En el quinto día de mineralización de la 
membrana obtenida por solubilización de la cáscara con EDTA-Na2 estas bandas son 
casi imperceptibles.  
 
Ilustración 70. Espectros FTIR-ATR de las MCH mineralizadas (Est., Sep: EDTA, HCl y acético). Día 5. En el recuadro rojo 





3.8.3 Deconvolución región 900-1200 cm
-1
 del espectro FTIR-ATR 
En todos  los espectros de las MCH obtenidas mediante solubilización ácida de la 
cáscara y mineralizadas bajo condiciones estándar se observan 6 sub-bandas de 
absorción en la región de fosfatos (ilustración 71-73) las cuales difieren  en posición y 
área para cada grupo. 
La deconvolución de la región 900-1200cm-1 de las MCH obtenidas mediante 
solubilización ácida de la cáscara con EDTA-Na2 presenta una banda relacionada con Ha 
en 959cm-1 y tres bandas de absorción relacionadas con OCP en la misma banda. La 
banda ubicada en 999cm-1 se encuentra en DCPD y en OCP. Las bandas de 1022cm-1 y 
1050cm-1 son características de OCP. La banda de 1085cm-1 corresponde a una banda 
no característica de β-TCP (ilustración 71) (49). 
La deconvolución de la región 900-1200cm-1 de las MCH obtenidas mediante 
solubilización ácida de la cáscara con HCl y mineralizadas bajo condiciones estándar 
presentan cinco bandas de OCP, de las cuales las bandas de 1026, 1051 y 1074cm-1 son 
características de este fosfato de calcio. Las bandas de 1003cm-1 y 1095cm-1 están 
presentes en OCP, DCPD y β-TCP, pero no son características de estos fosfatos de 
calcio (ilustración 72). 
La deconvolución de la región 900-1200cm-1 de las MCH obtenidas mediante 
solubilización ácida de la cáscara con CH3COOH (ilustración 73) también presenta 5 
bandas de absorción de OCP, siendo características en las posiciones 1050cm-1, 
1026cm-1 y 1074cm-1. La banda de 1003cm-1 está en OCP y DCPD, aunque no es 





Ilustración 71. Deconvolución de la región 900-1200cm
-1
 de la MCH obtenida por solubilización de la cáscara 
con EDTA-Na2 y mineralizada en condiciones estándar. 
 
Ilustración 72. Deconvolución de la región 900-1200cm
-1
 de la MCH obtenida por solubilización de la cáscara 






Ilustración 73. Deconvolución de la región 900-1200cm
-1
 de la MCH obtenida por solubilización de la cáscara 
con CH3COOH y mineralizada en condiciones estándar. 
 
3.8.4 Espectroscopía Raman 
La espectroscopía Raman para las MCH obtenidas mediante solubilización ácida de la 
cáscara con EDTA-Na2 y CH3COOH mineralizadas bajo condiciones estándar muestra 
bandas de absorción en 960cm-1 y 959cm-1 características de HA. La banda de 1002cm-1 





Ilustración 74. Espectro Raman de MCH (a) sin tratamiento y obtenida mediante solubilización ácida de la 
cáscara por (b) EDTA-Na2 (c) HCl (d) CH3COOH. 
3.8.5 Difracción de rayos X (XRD) 
De los patrones de XRD de las MCH obtenidas mediante solubilización ácida de la 
cáscara y mineralizadas en las condiciones estándar, la membrana obtenida con HCl 
mostró un patrón de difracción correspondiente con hidroxiapatita y la MCH obtenida con 
CH3COOH mostró un patrón que se identificó como hidroxiapatita dental según la base 
de datos COD. Por último, los picos identificados para las MCH obtenidas por 





Ilustración 75. Patrón de difracción: MCH (No min. Sep M) y MCH mineralizada (Sep: EDTA, HCl y acético) 
 
 
Ilustración 76. Concordancia del patrón de difracción de la MCH obtenida por solubilización ácida de 





Base de datos Código de Referencia Nombre del compuesto Puntuación 
COD 96-230-027 Hidroxiapatita 45 
ICCD 01-086-1203 Calcium Phosphate  62 
ICCD 96-900-2220 Hydroxylapatite 62 
 
Ilustración 77. Fase mineral identificada con HighScore Plus en la MCH obtenida por solubilización ácida de 
CH3COOH y mineralizada en condiciones estándar 
3.9 Caracterización de la MCH mineralizada con 
modificación del tiempo de síntesis 
En este grupo las membranas se mineralizaron en condiciones estándar con modificación 
del tiempo de síntesis de 5 a 14 días (tabla) (+14d). Luego de este tiempo se realizó 
análisis SEM y FTIR-ATR, deconvolución del espectro de FTIR en la región 900-1200cm-

















12 Tiempo de 
síntesis 
MCH Manual 7.4 37° 14 - +14d. 
Tabla 20. Condiciones de mineralización biomimética con modificación del tiempo de síntesis 
3.9.1  Análisis SEM-EDS 
La mineralización durante 14 días de la MCH produjo depósitos minerales en forma de 
agregados parecidos a rosetas de hojas planas. Las fibras se encuentran densamente 
cubiertas y los espacios entre ellas semi-ocluidos (ilustración 78). La relación molar Ca/P 





Ilustración 78. Imágenes SEM de electrones secundarios de la MCH. Día 0, repetición de la MCH (Sep. M., 
Est.) (Ilustración 22). MCH mineralizada en condiciones estándar con modificación del tiempo de síntesis 
(+14d) a 800x, 3000x y 12000x. Las imágenes de electrones retrodispersados se encuentran en el anexo B.  
3.9.2 Espectroscopía Infrarroja (FTIR-ATR) 
El espectro FTIR-ATR de la MCH mineralizada en condiciones estándar con modificación 
del tiempo de síntesis a 14 días mostró, al final de este tiempo, la formación de un pico 
intenso, agudo y definido de 900 a 1200cm-1. Al comparar las MCH mineralizadas en 
condiciones similares, pero con menor tiempo (grupo 1) es posible observar que después 
de 14 días las bandas relacionadas con la estructura proteica de la membrana 






Ilustración 79. Espectro FTIR-ATR de la MCH mineralizada en condiciones estándar con modificación del 
tiempo de síntesis(+14d). En el recuadro naranja se señala la formación de la banda de 900-1200cm
-1
 la 
flecha muestra la disminución en intensidad de las bandas relacionadas con la estructura proteica de la 
membrana. 
3.9.3 Deconvolución región 900-1200 cm
-1
 del espectro FTIR-ATR 
La deconvolución de la MCH mineralizada durante 14 días muestra 5 sub-bandas de 
absorción para esta región relacionada con modos vibracionales de fosfatos. Las bandas 
de 957 y 1047cm-1 son característicos de HA, la banda de 1047cm-1 también está en 
ACP, la banda de 1022cm-1 es característica de OCP, la banda de 995cm-1 está en 





Ilustración 80. Deconvolución de la región 900-1200cm
-1
 de la MCH mineralizada en condiciones estándar 
con modificación del tiempo de síntesis (+14d) 
3.9.4 Espectroscopía Raman 
El espectro Raman de la MCH mineralizada en condiciones estándar con modificación 
del tiempo de síntesis a 14 días muestra, al final de este tiempo, cuatro picos de 
absorción relacionados con fosfatos de calcio localizados en 961, 592, 587 y 433cm -1 
(ilustración 81). La banda de 961cm-1 corresponde a       presente en HA y OCP, 
mientras que la banda de 592cm-1 corresponde a       presente en HA, la de 587cm
-1 a 
      presente en DCPD y la de 433 cm





Ilustración 81. Espectro Raman de la MCH mineralizada en condiciones estándar con modificación del tiempo 
de síntesis a(+14d). Se señalan bandas de absorción que también están presentes en apatita biológica. 
3.9.5 Difracción de rayos X (XRD) 
El patrón de esta muestra pudo identificarse en la base de datos COD como 







Ilustración 82. Patrón de difracción de la MCH (arriba) sin tratamiento (abajo) mineralizada en condiciones 
estándar con modificación del tiempo de síntesis a 14 días. 
 
Ilustración 83. Concordancia del patrón de difracción de la MCH mineralizada en condiciones estándar con 


























Tabla 21. Fase mineral identificada con HighScore Plus, MCH mineralizada en condiciones estándar y con 
modificación del tiempo de síntesis a 14 días. 
3.10  Caracterización de membrana de poliestireno 
sulfonado (PSS) después de mineralizar. 
Para realizar un control negativo, se mineralizó una membrana de poliestireno sulfonado 
(PSS). Esta membrana se mineralizó con pH 7.4, 37°C, 14 días de mineralización, 
sumergida en SBF y TRIS para controlar el pH. 
3.10.1 Análisis SEM-EDS 
La superficie de la membrana de PSS sin mineralizar se observa agrietada en 800x, a 
mayor aumento (3000x y 12000x) es posible ver su textura rugosa. Después de colocar 
la membrana de PSS en el montaje experimental para tratar de inducir su mineralización, 
la textura rugosa de la membrana se ve más homogénea y con algunos depósitos de 





Ilustración 84. Imágenes de electrones secundario de la membrana de PSS. (a, b y c) antes de la 
mineralización. 800x, 3000x y 12000x. (d, e y f) posterior a la mineralización. 
3.10.2 Espectroscopía Infrarroja (FTIR-ATR) 
El poliestireno sulfonado es un polímero derivado del poliestireno que tiene un grupo 
sulfónico fijado químicamente (SO3H). Después de mineralizar la membrana de PSS, no 
es posible determinar que se debe a la formación de la banda de fosfatos en la posición 
900-1200cm-1, aunque parece los picos se desplazan en las posiciones de 1015 a 























Vibración  Grupo funcional Ref. 













































3446 Fuerte 3446 Media Estiramiento OH De H2O (89) 
 
Tabla 22. Datos espectroscópicos del poliestireno sulfonado antes y después de la mineralización 
biomimética 
 
3.10.3 Espectroscopía Raman 
El poliestireno sulfonado sin mineralizar presenta en el espectro Raman tres bandas en 
las posiciones 1002, 1095 y 1606cm-1. El poliestireno después del proceso de 
mineralización no muestra diferencia en estas bandas, ni tampoco se forma otra banda 






Ilustración 86. Espectro Raman PSS antes y después de la mineralización biomimética (Est.) 
Frecuencia (cm
-1
)   
PSS sin mineralizar PSS mineralizada Vibración Grupo funcional 
1002 1002 Estiramiento  (anillo aromático) 
1095 1100    (SO2) sulfona 
1606 1606 estiramiento   CCH del anillo 
aromático 
 
Tabla 23. Datos espectroscópicos de la membrana PSS antes y después de la mineralización biomimética 
(Est.) (105) 
3.10.4 Difracción de rayos X (XRD) 
Los patrones de difracción de la membrana de PSS después de la mineralización no identifican 
ningún mineral. Se observa que el pico de difracción cercano a 2θ=18, disminuye en intensidad 






Ilustración 87. Patrones de XRD de membrana de PSS (a) antes y (b) después de la mineralización. 
La membrana de poliestireno sulfonado después de mineralizar tuvo un cambio en la 
imagen de su superficie en SEM, mas no se identificó mineral con las técnicas de 







Para estudiar el comportamiento de una membrana orgánica en el crecimiento de sales 
de calcio poco solubles en medios acuosos, fue necesario primero escoger la membrana 
apropiada para el estudio, la cual resultó ser, para este caso, la membrana de cáscara de 
huevo (MCH). Esta se escogió entre otras membranas —como colágeno o quitosano—, 
por ser una membrana proveniente de un biomineral —aunque este biomineral, la 
cáscara de huevo, es en realidad de carbonato de calcio y los minerales de nuestro 
interés son los fosfatos de calcio—, y además, por ser una membrana de fácil 
adquisición, ya que al usarla también se pretende promover el uso de materiales 
sostenibles —este biomaterial normalmente se considera como desecho (96). Por otra 
parte, se han identificado ya sitios de la MCH como aquellos sitios activos donde inicia la 
biomineralización de la cáscara, por lo que en este estudio se había planteado, en un 
principio, la hipótesis de que dichos sitios también podrían ser útiles para la nucleación 
de fosfatos de calcio. Además de la MCH, también se escogió una membrana de 
poliestireno sulfonado (PSS), la cual es una membrana de síntesis artificial —a diferencia 
de la MCH cuya síntesis es biológica— más sin embargo orgánica en su composición. La 
decisión radica en que, según creíamos, los múltiples grupos sulfato cargados 
negativamente, presentes en dicha membrana, podrían inducir la precipitación de sales 
de fosfatos de calcio por medio del mecanismo ionotrópico. Sin embargo, la PSS, a 
diferencia de la MCH, en realidad no se mineralizó, como se expondrá más adelante. 
Con respecto a la MCH, sólo encontramos dos estudios que han utilizado dicha 
membrana para inducir la formación de sales de fosfato de calcio: el estudio de Li et 
al.(80) y el de Zhang et al.(81). No obstante, como ya se discutió, estos estudios 
presentan objetivos y métodos diferentes a los de esta investigación. 
En el estudio de Li, el objetivo era introducir minerales de fosfato de calcio y de silicio, de 
forma diferencial, dentro de los “compartimientos” de las fibras de la MCH, a través del 
proceso de incubación de la membrana en soluciones preparadas con los precursores de 
estos minerales. En el núcleo se introdujeron predominantemente calcio y fosforo —




Por otra parte, en el estudio de Zhang et al., aunque se mineralizó la MCH en 
condiciones biomiméticas, esto sucedió principalmente a través de un proceso en el que 
la membrana actuaba como una barrera para la difusión entre dos soluciones: una 
solución de acetato de calcio y otra de fosfato dibásico de potasio; de esta manera, la 
mezcla de ambas soluciones a través de la MCH produjo depósitos de apatita. En este 
caso no se realizó sobresaturación lenta, ni se utilizó un medio que simulara los fluidos 
corporales; tampoco se evaluó el papel que cumplen los sitios activos en la membrana a 
la hora de inducir la formación de los depósitos minerales. 
Ahora bien, con respecto a la membrana de PSS, no se encontraron estudios donde ésta 
se haya mineralizado con fosfatos de calcio. No obstante, se encontró un estudio en el 
que se usó un compuesto similar, el sulfonato sódico de poliestireno, el cual se utilizó en 
la construcción de un ligamento artificial. En dicho estudio la membrana fue mineralizada 
con la ayuda de osteoblastos humanos. Como se ve, es un estudio de carácter no 
biomimético y que además utiliza células en la mineralización del ligamento artificial. 
Como hay poca evidencia de la mineralización de estas membranas, y menos aún de la 
mineralización biomimética y acelular, este estudio nos permite ampliar la evidencia 
teórica al respecto, a través de la puesta a prueba de la hipótesis de que la 
mineralización biomimética de estas membranas se debe principalmente a un 
mecanismo ionotrópico —grupos funcionales con cargas negativas presentes en la 
superficie de las membranas que inducen la nucleación de minerales de fosfato de calcio. 
Si consideramos las aplicaciones prácticas, la mineralización de la MCH - permitiría 
eventualmente crear materiales cada vez más similares a los tejidos mineralizados 
complejos como el esmalte, la dentina o el hueso, los cuales materiales se podrían 
utilizar en odontología para restaurar estos tejidos. Todo esto usando una membrana 
que, como lo es la MCH, funciona como un biomaterial de fácil adquisición y sostenible.  
Luego de escoger la membrana de cáscara de huevo como membrana orgánica de 
origen biológico para inducir el crecimiento de sales de calcio, se evaluaron los métodos 





4.1 Obtención de la MCH 
Después de una revisión de literatura sobre el tema se decidió utilizar cuatro métodos 
distintos para la separación de la MCH de la cáscara de huevo: un método por 
separación manual y tres por solubilización de la cáscara en soluciones ácidas: 
acídoetilendiaminotetraácetico (EDTA-Na2), ácido clorhídrico (HCl) y ácido acético 
(CH3COOH).  
El análisis por FTIR (ATR y KBr) de los resultados de la separación por solubilización 
mostró que hubo alteración química de la MCH en los procesos con los tres ácidos. No 
obstante, se determinó que la solución ácida en la que menos se alteró la MCH al final 
del proceso de separación fue el ácido acético (CH3COOH). Además, en el análisis de 
los resultados de todos los métodos de separación utilizados, incluido el manual, fue 
posible verificar que, al final del proceso, quedaban en la membrana residuos de 
carbonato de calcio, muy probablemente provenientes de la cáscara de huevo. Fue 
posible identificar este hecho gracias a la observación de bandas de carbonato en los 
resultados del FTIR. Es decir que, a pesar de que se dejaron las cáscaras en 
concentraciones y tiempos en exceso, aún al final del proceso había presencia de 
carbonato de calcio. 
De esta manera, se determinó que el método que más afectaba la estructura proteica de 
la MCH fue la disolución de la cáscara con HCl, seguido en esta lista por la disolución 
con EDTA y finalmente por la disolución con el ácido acético (CH3COOH). Incluso este 
último mostró alteración en las bandas de absorción de las proteínas de la membrana, 
cuando se comparó con el método manual. Esta es la razón por la cual se escogió el 
método de separación manual para obtener la MCH. De todas formas, se evaluó el efecto 
que tenía cada método de obtención en la mineralización biomimética. 
La separación manual constituye el método que mejor preserva la estructura de la 
membrana, pero es un procedimiento que dificulta la obtención de trozos de gran tamaño 
de la MCH, además es lento y poco efectivo. La disolución de la cáscara con ácido 
acético constituye un método más efectivo y que podría ser útil para un mayor 
rendimiento en la obtención de la MCH, como por ejemplo en una escala industrial. No 




describir más ampliamente el mecanismo de alteración proteica en los métodos de 
obtención en la MCH. 
La membrana de PSS no requería ningún método de obtención especial, ni tampoco 
presentaba una superficie de interés en particular. Por lo cual, este objetivo sólo se 
alcanzó con la obtención de la MCH. 
 
4.2 Aplicabilidad de la MCH para inducir el crecimiento 
de sales de fosfato de calcio 
Si observamos el estado de las membranas de cáscara de huevo después de la 
mineralización, es posible afirmar que todas ellas se comportaron ante este proceso33 de 
tal forma que indujeron la precipitación de sales de fosfato de calcio. Decimos esto 
teniendo en cuenta que, aunque la mayoría de los métodos de análisis confirman este 
comportamiento, hubo casos aislados en los que no fue posible identificar el mismo 
resultado (p.ej.: en la MCH mineralizada en condiciones estándar se identificó la 
precipitación de sales de fosfato de calcio con SEM, FTIR, Raman pero no con DRX34). 
No obstante, es de notar que las características de los minerales formados cambiaron 
según se cambiaban las condiciones biomiméticas del ensayo. 
Una primera prueba a favor de la hipótesis de que la MCH cumple un papel coadyuvante 
en la precipitación de sales de fosfato de calcio, es que en la prueba negativa —la 
membrana orgánica de poliestireno sulfonado (PSS)— no se presentó ninguna formación 
de mineral de fosfato de calcio, aunque ésta fue sometida a las mismas condiciones de 
mineralización que la MCH—la cual sí presentó formación de mineral. Esto va en 
consonancia con la hipótesis según la cual, para que suceda la nucleación heterogénea 
de minerales de fosfato de calcio, no basta con que haya una superficie orgánica 
sometida a las condiciones de mineralización, sino que además dicha superficie debe 
                                                 
33
 Para asegurarnos de que la MCH hubiera inducido la precipitación de sales de fosfato de calcio, y que 
estas no fueron formadas por un simple proceso de precipitación por gravedad, la MCH se puso boca abajo 
en la celda de cristalización y fue sólo esta la superficie analizada. 
34





tener características específicas —en este caso biomiméticas— que favorezcan dicha 
nucleación y así la formación de minerales. 
Para el caso específico de la membrana de cáscara de huevo, se ha propuesto la teoría 
de que es precisamente en ciertos elementos propios de esta membrana —las 
mamilas—  donde sucede la mineralización de cáscara de huevo(1). Dichas mamilas son 
pequeñas aglomeraciones de material orgánico unidas a la superficie de la membrana 
externa de la cáscara de huevo. Las mismas están compuestas principalmente por 
proteoglicanos y cristales esferulíticos35 de calcita36, en una zona que también se conoce 
como ensamble de reserva de calcio. 
Dentro de estos proteoglicanos presentes en las mamilas hay uno especialmente 
importante para nosotros del tipo queratán sulfato, denominado mamilán. Aunque se 
desconoce su mecanismo de acción específico, se sabe que esta molécula polianiónica, 
ácida y con afinidad al calcio, actúa en la nucleación de calcita de la capa en empalizada 
de la cáscara de huevo. En el estudio de Rao et al. (106) se determinó, por medio de 
titulación potenciométrica, que el mamilán contribuye a la estabilización de los 
aglomerados minerales en la nucleación de carbonato de calcio, además de que modula 
la transformación del mineral de amorfo a cristalino. Según se cita en el mismo estudio, 
se tiene la hipótesis de que este proteoglicano también se relaciona con los procesos de  
depósito y remoción  de bioapatita —la cual se ha encontrado en pequeñas cantidades 
en las superficies más externas de la cáscara de huevo (107). 
De otra parte, el papel que cumplen las mamilas a la hora de inducir el crecimiento de 
minerales de fosfato de calcio —además de la acción de los proteoglicanos como el 
Mamilán— también podría explicarse por la presencia, en ellas, de cristales de calcita, 
dado que se ha demostrado que la nucleación de fosfato sobre calcita es posible en 
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 En inglés, spherulitic: “mientras el término «esferulita» sugiere una forma casi esférica (la forma circular en 
dos dimensiones para la cual aún se usa el término esferulita), este término se usa [aquí] en el sentido más 
amplio de «patrones de solidificación policristalina densamente ramificados»”. (la traducción es mía) (2).   
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Al principio de la experimentación se comprobó que aún después del proceso de separación de la 
membrana a través de solubilización de la cáscara de huevo, persistían algunos residuos de calcita. Esto 





condiciones experimentales termodinámicamente favorables para la precipitación de 
fases de fosfatos de calcio, algunos ejemplos son el estudio de Wang et al, y Naidu et al. 
En el estudio de Wang et al., nanopartículas de fosfatos de calcio precipitaron sobre la 
superficie (10)  de un cristal romboidal, el cual se encontraba sumergido en una 
solución de fosfato diamónico. En este caso, los autores sugirieron el modelo de 
complejación superficial (Surface Complexation Model – SCM) para explicar la formación 
de fosfatos de calcio. Según dicho modelo, la fase de fosfato de calcio no se encuentra 
dentro de la red cristalina de la calcita37, sino que la precipitación sucede cuando los 
complejos moleculares, que se forman entre el cristal de calcita y la solución de fosfato, 
ocupan sitios de hidratación primarios de la interfaz calcita-agua. 
En el estudio de Naidu et al. (5) también se produjo el crecimiento de fosfatos de calcio 
sobre carbonato de calcio, aunque, a diferencia de Wang et al., este estudio tomó como 
referente la concordancia estructural de la calcita con la hidroxiapatita en la red cristalina. 
En este caso, el crecimiento de la hidroxiapatita estuvo más relacionado con la rugosidad 
y los defectos superficiales. 
A pesar de que el objetivo de nuestra experimentación no consistía en demostrar el 
crecimiento de fosfato de calcio sobre el carbonato de calcio presente en las mamilas —
ya que existe evidencia de este hecho en otro tipo de estudios que no utilizan la 
membrana de cáscara de huevo—, suponemos que este mecanismo favoreció el 
crecimiento de minerales de fosfatos de calcio en nuestra experimentación. Además, si 
se observan las micrografías SEM de la membrana mineralizada en condiciones estándar 
(Est.), se encuentran depósitos pequeños, de forma semicircular y textura rugosa, sin 
embargo, estos no se forman en toda la superficie de la membrana sino sólo en algunos 
sitios específicos de esta. Con el aumento del tiempo de mineralización, al ser mayor la 
cantidad de mineral, el mineral tiende a aglomerarse en los primeros depósitos formados 
(Ilustración 26). 
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4.3 Consideraciones de las técnicas analíticas 
4.3.1  EDX: 
 El análisis de EDS se utilizó para determinar la relación molar Ca/P de los depósitos que 
se formaron en la MCH después de la mineralización. En la literatura, cada tipo de fosfato 
de calcio se caracteriza por presentar una relación molar Ca/P (Tabla 3). Sin embargo, el 
resultado del análisis de EDS no corresponde con estos valores descritos en la literatura 
ni con los tipos de fosfato de calcio identificados en otras técnicas cómo IR y Raman. 
Esto puede deberse a varias razones: 
- Se trata de depósitos compuestos por más de un tipo de fosfato de calcio. Estas 
mezclas tampoco se encuentran en proporciones iguales; mediante la 
deconvolución de los espectros de IR, por ejemplo, se identificó que para la MCH 
mineralizada en condiciones estándar se presentan bandas de absorción de 
DCPD, β-TCP y OCP. La mezcla de varias especies de fosfatos de calcio 
modifica la relación molar Ca/P del área analizada de las MCH mineralizadas.  
- El área analizada para cada MCH mineralizada fue constante (100µm x 100µm), 
sin embargo, las diferentes condiciones experimentales evaluadas (temperatura, 
pH, tensoactivos, etc.) produjeron tamaños de mineral distintos. En algunos casos 
el área analizada incluía parte de la MCH que no presentaba depósitos de 
fosfatos de calcio. Se desconoce el efecto que pueden tener los cristales de calcio 
presentes en las mamilas de la MCH en el resultado del análisis EDS de la 
relación molar Ca/P. 
4.3.2  FTIR: 
Las vibraciones de los fosfatos de calcio registradas con espectroscopía infrarroja 
pueden variar de acuerdo con factores como la simetría de la molécula y la presencia de 
sustituciones en la red cristalina. Dichas situaciones causan degeneración de los modos 
vibracionales que se encuentran en las especies moleculares libres como    
  ,    
  , 
   
   y pueden aumentar y disminuir el número de bandas de cada dominio vibracional 
(49). Las bioapatitas, y en general los fosfatos de calcio que hacen parte de los minerales 




ser poco estequiométricos. Para hueso y otros minerales biológicos se han descrito en 
detalle las bandas de absorción para espectroscopía infrarroja. Aun así, existe gran 
variabilidad dependiendo de aspectos como el grado de maduración del biomineral, 
además de otros (108).En este caso, decidimos comparar las bandas obtenidas mediante 
la deconvolución, con espectros de fosfatos de calcio bien definidos y descritos en la 
literatura (49), aun cuando nuestras muestras presenten variabilidad debido a que la 
mineralización se realizó con condiciones biomiméticas —como el uso de la solución de 
SBF (con las especies iónicas presentes en los fluidos corporales)—, que podrían 
ocasionar la presencia de múltiples sustituciones y por lo tanto, modificaciones en el 
espectro infrarrojo.  
4.3.3 XRD: 
La condición ideal de una muestra para realizar un análisis cuantitativo confiable requiere 
que esta sea plana, suficientemente larga y gruesa. La precisión de la medida disminuye 
con muestras que no cumplen estas características (109). En nuestro caso, para algunos 
parámetros biomiméticos estudiados, el depósito en las MCH luego de la mineralización 
experimental no se produjo en suficiente cantidad y es posible que otros tipos de análisis 
diferentes a la Bragg Bentano —utilizada en este estudio— sean más adecuadas. No 
obstante, como este estudio es de carácter experimental y exploratorio, se recomienda 
que en próximos estudios se utilicen técnicas de XRD, con las cuales se pueda obtener 
un mejor resultado. 
Aunque se realice una comparación y asignación con un patrón de referencia, la 
composición iónica del ensayo experimental produce minerales con sustituciones y 
vacancias en su red cristalina. Esto se debe a que el material que se está buscando 
imitar es un material biológico y estos, por norma general, no tienen una composición 
química pura y definida (103). 
A pesar de las dificultades anteriormente expuestas, fue posible corroborar con los 
métodos de análisis SEM-EDX, FTIR-ATR, Raman y XRD, la mineralización de la MCH. 





4.4  Aplicabilidad para formar materiales biomiméticos 
Una vez está claro que los fosfatos de calcio, y en particular las fases de ortofosfatos de 
calcio precursoras de apatita nos interesan por su aplicación en el desarrollo de 
materiales restauradores odontológicos, es posible afirmar que la membrana de cáscara 
de huevo favoreció la nucleación de los minerales que buscábamos, es decir minerales 
de fosfatos de calcio. En específico, en el caso en donde la mineralización se modificó 
aumentando el tiempo de síntesis, se obtuvo un mineral que se identificó por DRX como 
“hidroxiapatita dental” (base de datos COD), un hallazgo evidentemente favorable, si se 
considera el enfoque biomimético inicial de este estudio. 
Este mineral, similar a la “hidroxiapatita dental”, es un posible resultado de la maduración 
progresiva de diferentes fases de fosfatos de calcio menos estables y más solubles 
(Ilustración 98). 
 
     Ilustración 98. Intermediarios solubles en la síntesis de CHDA y HA a través de fosfatos de calcio más 
solubles en la membrana de cáscara de huevo (MCH). Elaboración propia, sustentado en referencias (12–
15). 
Resaltamos entonces nuestro interés por obtener precursores de bioapatita, un mineral 
poco cristalino, no estequiométrico, con vacancias ocupadas por varios tipos de iones —
hidrogeno fosfato, carbonato y otros—, activo en los ambientes biológicos y con 
microestructura jerárquica. En contraste con la hidroxiapatita sintética, un mineral, que, 




además carece de la microestructura compleja de los biominerales y es inactivo en 
ambientes biológicos. 
Los compuestos de fosfatos de calcio son un amplio tema de interés, y existen múltiples 
métodos que se han utilizado en su síntesis, desde métodos de precipitación simples, 
sol-gel, síntesis hidrotérmica, mecano químico, por difusión de vapor, basados en 
emulsiones, electrospraying o electrospinning (15). Sin embargo, en todos estos ensayos 
los minerales obtenidos carecen de las características químicas o microestructurales de 
los biominerales que se buscan imitar. A pesar de esto, dentro de los métodos existentes, 
el método biomimético, en el que se sintetizan los minerales bajo condiciones similares a 
las fisiológicas, como lo demuestra este estudio, parece ser prometedor. 
Las condiciones de la síntesis biomimética de estos minerales pueden modificar la 
cantidad de depósito mineral formado, así como el grado de cristalinidad, la 
microestructura de dicho mineral y otras propiedades. Es por esta razón que además de 
evaluar la aplicabilidad de la MCH para inducir el crecimiento de sales de fosfato de 
calcio, nos interesaba, en última instancia, evaluar las condiciones experimentales con 
las cuales se pudiera obtener un mayor biomimetismo de estos minerales. 
4.5 Evaluación del proceso de biomineralización bajo 
distintas condiciones de biomimetismo 
 
4.5.1 Condiciones estándar de mineralización 
Primero se establecieron unas condiciones denominadas estándar o de referencia, 
construidas a partir de la imitación aproximada de las condiciones fisiológicas humanas 
de pH y temperatura. De este modo quedaron fijadas unas condiciones básicas bajo los 
criterios del biomimetismo que permitían hacer una comparación ulterior cada vez que se 
cambiaba alguna de las variables controladas en el estudio.  
Bajo estas condiciones —pH 7.4 y temperatura de 37°C— y con una membrana obtenida 




manual— se analizaron —SEM-EDX, FTIR, Raman y DRX — los cambios de la 
membrana cada primer, tercer y quinto día. 
La formación de mineral en la membrana de cáscara de huevo con estas condiciones 
comienza a partir del tercer día, hecho que fue visible en SEM como pequeños 
aglomerados localizados en puntos específicos de la membrana —de manera 
preferencial sobre las mamilas de la MCH— y en FTIR como la aparición de una banda 
de absorción localizada en 900-1200cm-1. En el quinto día el crecimiento del mineral se 
observa en las micrografías de SEM como aglomeraciones de los primeros depósitos 
minerales. No obstante, aunque estos depósitos tienden a formar estructuras de mayor 
escala, son minerales de textura rugosa y crecimiento desorganizado. En el quinto día la 
banda en FTIR se mantiene con intensidad constante, y al realizar la deconvolución de 
ésta es posible ver que estos depósitos minerales están compuestos por bandas de 
varios tipos de fosfatos de calcio: DCPD, β-TCP y OCP, predominando las bandas de 
OCP. La espectroscopía Raman del quinto día, también muestra una banda de OCP en 
1004cm-1, la proporción molar Ca/P detectada con EDX fue de 0.66, hallazgo que no 
corresponde con la proporción molar del DCPD, β-TCP u OCP —1, 1.5 y 1.33. Tampoco 
fue posible identificar ninguno de estos minerales por DRX. En el resultado de este 
análisis sólo fue posible identificar un pico de difracción en la posición 2 θ= 44-45, que 
podría corresponder a MCPM (53), sin embargo es un mineral muy ácido y estable en un 
rango de pH de 0-2 (6), lo cual quiere decir que es inestable en estas condiciones 
estándar de experimentación (pH 7.4), por lo tanto, suponemos que no está presente en 
el mineral que se depositó en esta MCH. 
En estas condiciones, la mineralización de la membrana de cáscara de huevo resultó en 
un mineral distribuido en la superficie de una manera posiblemente preferencial, poco 
definido y desorganizado, compuesto por especies de fosfatos de calcio precursoras de 
bioapatita, principalmente OCP. Se puede deducir que en 5 días estas condiciones no 
formaron un mineral en una cantidad considerable o con las características necesarias 




4.5.2  Efecto de la modificación de la temperatura 
La temperatura a 37°C se escogió para las condiciones estándar de mineralización 
porque esta corresponde a la temperatura fisiológica humana y de otros mamíferos. 
También se analizó la temperatura de 40°C, teniendo en cuenta la temperatura corporal 
de la gallina 40-41°C (110). Para este apartado, las demás características de las 
condiciones estándar de mineralización se mantuvieron. 
En las micrografías SEM se observa cómo la MCH mineralizada en estas condiciones 
tiene depósito mineral de textura rugosa desde el primer día, el cual recubre la superficie 
de las fibras. Este depósito pudo identificarse como fosfato de calcio, ya que también se 
observa la banda de fosfatos en el espectro de infrarrojo (900-1200cm-1). En el tercer día 
el mineral toma una morfología similar a una roseta con hojas planas, y aunque también 
se observan zonas de la membrana sin depósitos minerales, esta observación es un 
indicio de que no se trata de una mineralización homogénea, sino que sucede en puntos 
específicos de la membrana. La banda de fosfato del espectro de FTIR en este día se 
observa más definida, intensa y aguda y, al mismo tiempo, las bandas de absorción que 
se atribuyen a la estructura proteica de la membrana disminuyen en definición e 
intensidad. En el quinto día se ve en las micrografías SEM cómo los minerales con forma 
de roseta se agrupan de nuevo en estructuras de mayor tamaño. La banda de fosfatos en 
infrarrojo se observa aún más definida y, en el espectro donde esta banda no se ha 
deconvolucionado, es posible observar algunos picos de sub-bandas de absorción. La 
deconvolución de la banda de fosfato de espectro de la MCH en el quinto día muestra 
que el número de bandas vibracionales aumentó para la temperatura de 40°C de 6 a 8 
bandas, en comparación con la MCH mineralizada en condiciones estándar (37°C), 
aunque para el caso de MCH mineralizada a temperatura de 40°C también predominan 
las bandas vibracionales de OCP. y presenta bandas de fosfato de calcio amorfo e 
hidroxiapatita, las cuales no están presentes en la MCH mineralizada a 37°C y en 
condiciones estándar. 
La espectroscopía Raman muestra una banda en la posición 1000cm-1 que se atribuye al 




Finalmente, Aunque el espectro de DRX aún se muestra predominantemente de carácter 
amorfo, algunos picos de difracción, como los identificados en las posiciones 2θ=30 y 31, 
se encuentran en el patrón de difracción ´Hidroxiapatita Carbonatada’ de la base de 
datos COD. A pesar del aparente predominio de OCP el análisis de XRD, no mostró el 
pico de difracción característico de OCP en la posición    =4.7 (46).  
La relación molar Ca/P, adquirida mediante el análisis EDX, fue de 0.86 similar al DCPC. 
En este caso, FTIR-ATR evidenció la presencia de bandas de absorción posiblemente 
relacionadas con este fosfato de calcio. No obstante, al igual que los depósitos de la 
MCH mineralizada con condiciones estándar, esta proporción no es determinante para 
caracterizar una fase mineral. Sin embargo, sí es posible decir que esta proporción 
aumentó con respecto a la MCH mineralizada en condiciones estándar (relación molar 
Ca/P de 0.66).  
Estos hallazgos, acerca de la mineralización de la MCH con una temperatura de 40°C, en 
los que las bandas vibracionales de fosfatos de calcio tienden a ambientes apatíticos, y 
hay un aumento de la proporción molar Ca/P, también se han evidenciado en otros 
estudios.  
En el estudio de Vandecandelaere et al. (111), se observó el efecto de varias 
temperaturas (20°, 37°, 50° y 100°C) en la síntesis de apatitas, y se determinó que la 
relación molar Ca/P aumentaba con la temperatura: para el caso de la temperatura de 
37°C era 1.50 y para 50°C de 1.54 —aunque en este estudio se miró esta proporción por 
medio de titulación química y no con EDX, como se realizó en nuestra investigación.  
Además de estas características, se descubrió en dicho estudio que el tamaño del 
cristalito aumentaba, al igual que la resolución de las líneas de difracción de XRD. En 
nuestro estudio fue posible ver un cambio del espectro y de un espectro primordialmente 
amorfo —el de 37°C—, además, se evidencian algunas líneas de difracción, las cuales, 
aunque no se pudieron identificar en la base de datos COD, sí están relacionadas con el 
patrón de difracción de la hidroxiapatita carbonatada. Debido a que no se pudieron 





La modificación de la temperatura de mineralización de 37°C a 40°C acelera la 
mineralización, que en condiciones estándar comienza a partir del tercer día, pero a 40°C 
empieza ya desde el primer día. Además, no sólo la acelera, sino que produce depósitos 
más ordenados, de morfología más definida —rosetas con hojas planas en vez de 
depósitos semicirculares de textura rugosa—, en mayor densidad — con bandas FTIR de 
fosfatos más intensas y definidas al mismo tiempo que las bandas de la estructura 
proteica de la membrana disminuyen en intensidad 37°C y 60°C— y más cristalinos —se 
observan bandas de ACP y HA en la deconvolución de la banda de fosfatos de FTIR. Por 
otra parte, fue posible observar algunos picos de difracción —que no se encontraban en 
la MCH mineralizada en condiciones estándar— los cuales se encuentran en el patrón 
difracción de hidroxiapatita carbonatada de la base de datos COD, aunque no se haya 
identificado esta fase mineral. 
En otros estudios en los que se ha evaluado el efecto de la temperatura en la síntesis de 
fosfatos calcio, también se han encontrado cambios en la morfología, tamaño de cristalito 
y cristalinidad.  
En el estudio de Elhendawi et al (112) se preparó apatita sintética en tres temperaturas: -
10°C, 37°C y 60°C a través de un proceso de titulación que consistía en el uso de 
quitosano en solución con ácido fosfórico (H3PO4) a otra solución con hidróxido de calcio 
Ca(OH)2. Luego de este proceso, el mineral formado se identificó como hidroxiapatita 
según el código JCPDS 09-0432, aunque los patrones de difracción no mostraron una 
diferencia considerable entre los minerales formados en las temperaturas de 37°C y 
60°C, el que se formó en -10°C se presentó con un patrón de difracción menos definido. 
Por otro lado, en las micrografías TEM38 se observó que mientras a -10°C los cristalitos 
presentaron una forma similar a una aguja y con orientación aleatoria, en las otras 
temperaturas —37°C y 60°C— la forma era de varilla. Además, a mayor temperatura los 
cristalitos presentaron mayor tamaño y proporción molar Ca/P (que se midió con EDX). 
La temperatura en el proceso de biomineralización del esmalte dental está relacionada 
con la formación de patrones geométricos repetitivos de los prismas hexagonales, más 
conocidos como anillos de liesegang, principalmente porque es uno de los factores que 
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afecta la solubilidad del soluto, lo cual a su vez modifica la nucleación y el crecimiento 
cristalino (113).  
En resumen, la temperatura de 40°C en comparación con la de 37°C causa que la 
mineralización de las membranas se acelere, aumente la proporción molar Ca/P, se 
produzcan bandas vibracionales relacionadas con precursores de OCP, ACP y HA, y se 
definan las líneas del patrón de difracción, lo cual se traduce a una mayor densidad de 
depósitos sobre la membrana, los cuales son más estructurados y cristalinos que los 
producidos en la membrana mineralizada en condiciones estándar. Teniendo en cuenta 
el origen de la membrana podría decirse que está diseñada naturalmente para tener un 
mejor rendimiento a 40°C, es decir, la temperatura corporal de la gallina. 
4.5.3 Efecto del pH en la mineralización de MCH  
El pH de la solución donde se mineralizaron las membranas es un factor que modifica la 
composición química, la proporción molar Ca/P, la solubilidad y las características 
ácido/básicas de los fosfatos de calcio (6). 
Según Uskokovic (114) es difícil predecir el efecto del cambio del pH, ya que siempre 
está unido a los efectos de otras especies presentes en el sistema actual de reacción — 
en este caso, es el efecto de  la composición de la solución donde se mineralizaron las 
membranas.  
Dependiendo del pH, habrá una ionización diferente para el calcio (Ca2+/Ca(OH)+), el 
hidrón e hidroxilo H+/OH- y el ácido orto fosfórico, entre otros (111).  
En especial, el equilibrio tripótico del ácido ortofosfórico, es decir, que el ácido tiene 
varias presentaciones —o polimorfos—, se debe a que este ácido puede donar tres 
electrones y lo hace dependiendo del pH (Ilustración 88). Así mismo, también modifica el 
tipo de ortofosfato de calcio que se precipitará. De acuerdo con lo mostrado en la sección 
1.3.5, esto se debe a que la estabilidad de los fosfatos de calcio está dentro de un rango 
de pH que es diferente para cada especie de ortofosfato. Cabe destacar que los 
ortofosfatos de calcio con un rango de estabilidad de pH más ácido, también tienden a 
ser más inestables, más hidrosolubles, y a presentar menor proporción molar Ca/P (6) 




 Mientras que algunos fosfatos de calcio como el MCPM y MCPA no se encuentran en 
sistemas biológicos por ser inestables en pH neutro, otros sí tienen viabilidad biológica al 
ser estables en pH fisiológicos o cercanos a este, como el DCPC, OCP, ACP y CDHA 
(6). Es importante resaltar que en este listado no está la hidroxiapatita porque, al ser 
estable en pH de 9.5 a 12, sería inestable y soluble en un pH fisiológico. Por esta razón, 
en este estudio se replicó la bioapatita, compuesta principalmente por CDHA, la cual es 
estable y resistente en pH fisiológico y no la hidroxiapatita, poco viable en condiciones 
biológicas. 
 
Ilustración 88. Equilibrio tripótico para soluciones con ácido ortofosfórico. En los pH ácidos se encuentra la 
forma más protonada, en los pH cercanos a la neutralidad este ácido tiene dos protones, los cuales dona 
progresivamente hasta estar totalmente ionizado en los pH más básicos. Tomado de (115). 
 
Entonces, para evaluar la influencia del pH, se escogieron, además del pH fisiológico 
(7.4), dos pH más básicos —8.4 y 9.4— debido a que los ortofosfatos que se forman en 
pH ácidos se disuelven fácilmente y pueden no encontrarse en sistemas biológicos, como 




Estos pH fueron controlados con buffer TRIS-HCl, debido a que la reacción de los 
componentes del montaje experimental para mineralizar las membranas disminuía el pH. 
Creemos que esto puede suceder por un mecanismo similar al descrito por Ito y Onuma 
(50), el cual establece que cuando se produce hidroxiapatita por síntesis hidrotérmica, el 
pH disminuye debido a que aumenta la producción de ácido fosfórico, como  se muestra 
en la estequiometría de la siguiente ecuación: 
                                     
Pero cuando otros iones (cómo el carbonato    
  ) están presentes en la solución y se 
incorporan a la red cristalina de la apatita, esta disminución de pH suele ser menor. 
Comparando esta situación con nuestro estudio es posible que otras especies ionizadas 
de la solución de Kokubo se incorporaran a la red cristalina de la apatita biomimética y 
también tuvieran un efecto en la estabilidad del pH. En los procesos de biomineralización 
de la naturaleza, otro factor que controla el pH es la acción de las proteínas y la matriz 
extracelular, las cuales actúan como reguladores (o buffers) (114). Esto quiere decir que 
es posible que las membranas utilizadas en este estudio —la MCH y la de PSS— 
también tuvieran alguna influencia en el pH. En resumen, tanto la composición iónica 
durante la experimentación para mineralizar biomiméticamente las membranas, como la 
presencia de estas mismas, podrían tener una influencia en el pH, y en consecuencia 
también en la precipitación y estabilidad de ortofosfatos de calcio. Se recomienda 
estudiar este aspecto con más detalle. 
Con respecto a la modificación del pH de síntesis a valores más básicos, encontramos 
que en otros estudios se usan pH básicos (     para sintetizar ortofosfatos de calcio 
apatíticos, los cuales modifican la forma y tamaño de los depósitos, siendo éstos más 
grandes y alargados, que en pH más ácidos, los cuales en ocasiones se describen con 
forma de “bigotes” (116). Sin embargo, en este estudio observamos que el tamaño de los 
depósitos es menor en los pH de 8.4 y 9.4 cuando se comparan con el pH 7.4. Aunque a 
mayor pH, las fibras se encuentran más recubiertas (ilustración 41 y 46). Es importante 
aclarar aunque los estudios como el de Mitzunani et al. (116), producen ortofosfatos de 
calcio a través de síntesis hidrotérmica, nuestra síntesis es biomimética y esta diferencia 





Ilustración 89. Comparación del tamaño de los depósitos formados en los pH evaluados. La mineralización 
Est. de las MCH produce depósitos de tamaño aproximado a las 7µm. En pH 8.4 y 9.4 este tamaño es de 
cerca de 2 µm. 
. 
En teoría, y según la figura, en pH más básicos, el ácido ortofosfórico se encuentra más 
ionizado, y al existir un mayor número de cargas negativas la precipitación sería más 
rápida. En este estudio se observó que la precipitación de sales de ortofosfatos de calcio 
sí se aceleró a mayor pH. Aunque en la espectroscopía infrarroja sólo se puede realizar 
una aproximación cualitativa, la intensidad de las bandas amida en los espectros de las 
MCH mineralizadas Est. pH+1 y Est. pH+2 disminuye y la de fosfatos incrementa su 
intensidad a mayor pH (ilustración 27, 39 y 45), estas intensidades relativas en el modo 
de FTIR-ATR, nos indiciarían una capa de mineral más gruesa que impide detección 
química de la membrana.  
A mayor pH, no sólo parece aumentar la capa mineral depositada sobre la membrana 
sino la relación molar Ca/P de los depósitos que la constituyen siendo de 0.66, 0.91 y 
0.95 para las muestras de MCH mineralizada Est.; Est., ph+1 y Est. pH+2. 
Otro aspecto que se ha relacionado con el cambio de pH es la tasa de conversión de 
fosfato de calcio amorfo (ACP) a cristalino (cómo CDHA y HA). Se ha descrito que los pH 
más ácidos aceleran la tasa de conversión de fases amorfas a cristalinas —como el ACP 
a CDHA (o HA)—, mientras que los pH más básicos retardan esta conversión (117). 
Aunque no pudimos observar esta conversión, sí observamos que las fases de fosfatos 
de calcio presentes en la mineralización a pH 7.4 (Est.) son principalmente DCPD y OCP, 
en 8.4 (Est., pH+1) ya se observa una banda que se atribuye a HA y en pH 9.4 (Est., 




otros pH. Esto quiere decir que a mayor pH hay una mayor presencia de fases apatíticas. 
Este hecho se refuerza con la identificación por DRX de hidroxiapatita carbonatada (por 
la base de datos COD) e hidroxiapatita (por la base de datos ICCD) (Tabla 15). 
En resumen, a mayor pH las sales de ortofosfatos de calcio se depositan en una 
aparente mayor cantidad —sin embargo, en este estudio no se realizó una aproximación 
cuantitativa, la cual confirmaría esta observación—, presentan mayor proporción molar 
Ca/P y en su constitución presentan fases apatíticas que se atribuyen a hidroxiapatita e 
hidroxiapatita carbonatada según DRX. El aumento de pH acelera la mineralización de la 
MCH, pero con depósitos de menor tamaño y más desorganizados. 
4.5.4 Efecto de los tensoactivos en la mineralización de la MCH 
Los tensoactivos son compuestos anfipáticos que modifican la tensión superficial, tienen 
efectos diferentes de acuerdo con su equilibrio hidrófilo-lipofílico (HBL: Hydrophilic- 
Lipophilic Balance, ingl.) y su carga. Pueden ser solubilizantes, detergentes, 
emulsionantes, humectantes y antiespumantes (118). En la mineralización fue posible 
observar efectos muy distintos en cada tensoactivo utilizado. El Lauril sulfato de sodio 
(LSS) es un tensoactivo aniónico, el cloruro de cetil piridino (CCP) es catiónico y tergitol 
NP 10 (Ter.) es no iónico.  
La tensión superficial es uno de los factores que controlan la nucleación heterogénea de 
los fosfatos de calcio. De hecho, el uso de tensoactivos constituye una de las principales 
estrategias para prevenir la calcificación de válvulas cardiacas protésicas (50). No 
obstante, modificar la tensión superficial también podría favorecer la nucleación de 
fosfatos de calcio, y posiblemente mejorar el orden y la estructura. 
Los tensoactivos también modifican la estabilidad de los sistemas en los que se 
encuentran dispersos, lo que se traduciría en un aumento o disminución de la agregación 
de partículas (119)— en este caso, la agregación de iones para la nucleación de fosfatos 
de calcio. 
Estas partículas de los tensoactivos se ionizan en la solución de acuerdo con su 




pueden adsorberse en la superficie de la MCH y causar repulsión o atracción de iones, 
así como también formar una capa estacionaria (de Stern) o difusa. 
A continuación, se describirá el efecto de los diferentes tensoactivos aniónico, catiónico y 
neutro en la nucleación de fosfatos de calcio. 
4.5.4.1 Efecto del tensoactivo aniónico lauril 
sulfato de sodio (LSS) 
El LSS es un tensoactivo aniónico (ver estructura en ilustración 102) derivado del aceite 
de coco o de palmiste, el cual disminuye la tensión superficial de la solución acuosa. 
Dentro de sus aplicaciones —por ejemplo, emulsificador de lípidos, agente humectante, 
detergente para cosméticos, entre otras— se utiliza para elaborar cremas dentales (120), 
razón por la cual se escogió para este estudio.  
 
Ilustración 90. Estructura del LSS. Tomado de PubChem (120) 
El efecto que suponíamos de este tensoactivo en la mineralización era su incorporación 
en la superficie de la MCH, lo cual aumentaría las cargas negativas de la superficie de 
esta membrana y promovería la mineralización. 
En esta experimentación observamos que la adición de LSS sí promueve la 
mineralización, efecto que va de acuerdo con nuestra hipótesis, pues produce depósitos 
que se identificaron en DRX como hidroxiapatita carbonatada e hidroxiapatita (base de 
datos COD e ICCD respectivamente) (Tabla 17). El problema es que los depósitos 
formados son poco estructurados. En el tercer día, estos depósitos (ilustración 51 d, e y f) 
se presentan como una capa de textura lisa, la cual ocluye los espacios interfibrilares. En 
el quinto día, esta capa mineralizada se torna rugosa y los espacios interfibrilares un 




De acuerdo con el análisis de deconvolución de la banda de fosfatos del FTIR y con la 
espectroscopía Raman, los depósitos minerales se componen de DCPD, OCP, ACP y 
HA (ilustración 57 y 60). La proporción molar de Ca/P cambió de 0.66 a 1.84 de la MCH 
mineralizada Est. y la MCH Est.+LSS. 
En otros estudios, la incorporación de tensoactivos aniónicos da lugar a ortofosfatos de 
calcio estructurados. En un estudio con un tensoactivo similar, el Lauril sulfato potásico 
permitió además la formación de nano varillas alineadas de hidroxiapatita (121), como 
también sucedió con el tensoactivo aniónico AOT (bis-(2-etilhexil)sulfosuccionato) (122). 
Sin embargo, en dichos estudios la formación de hidroxiapatita se realizó en condiciones 
no biomiméticas y sin membrana. Por estas razones no es posible realizar una 
comparación directa con nuestro estudio. 
La mineralización Est. +LSS., favorece la mineralización de apatita biomimética porque, 
al parecer, aumenta la polarización de la MCH con cargas negativas. Sin embargo, 
produce depósitos con morfologías poco estructuradas o biomiméticas. 
4.5.4.2 Efecto del tensoactivo catiónico Cloruro de 
cetilpiridinio (CCP) 
El CCP es un tensoactivo catiónico utilizado en enjuagues y cremas dentales.  
  
Ilustración 91. Estructura del CCP 
El efecto que se esperaba de este tensoactivo era desfavorecer la mineralización, porque 
dado su carácter catiónico, modificaría la superficie de la MCH. Acorde con esta hipótesis 
observamos en nuestros resultados el efecto esperado. En las micrografías SEM 




algunos cambios poco perceptibles como los espacios intra-fibrilares ligeramente más 
pequeños, las fibras de la MCH un poco más gruesas y la pérdida de definición de las 
mamilas —que en el primer día se observan con una textura más nítida y en el quinto día 
más lisa y menos definida—, podríamos suponer la presencia de depósitos minerales,  
aunque tampoco tiene un patrón de difracción que permita la identificación de fases 
cristalinas (Ilustración 63), en el espectro FTIR si se observa la banda de fosfatos y de 
hecho se observa con mayor intensidad que la producida en la MCH mineralizada 
Est.+Ter —la cual presentó depósitos minerales de poco tamaño— (ilustración 55 y 56). 
La deconvolución de esta banda nos muestra que estos depósitos están conformados 
por DCPD, OCP e, inesperadamente, también por frecuencias de ACP y HA (ilustración 
58). Aunque en Raman no se evidenció ninguna frecuencia asociada a algún ortofosfato. 
El cambio de la proporción molar Ca/P de 0.66 (para MCH mineralizada Est.) a 1.54 con 
la adición de CCP, podría deberse tanto a las razones expuestas en la sección 4.3.1 
como también a la presencia de ortofosfatos de calcio de mayor proporción molar en los 
depósitos minerales. 
De esta manera, se confirma el efecto desfavorecedor que tiene el tensoactivo catiónico 
CCP en la mineralización biomimética de MCH. Suceso ligado a la posible incorporación 
de cargas positivas en la MCH que repelen iones involucrados en la nucleación de 
fosfatos de calcio, como el Ca2+. Sin embargo, es necesario explorar las causas de la 
aparición de bandas de fosfatos de calcio como ACP y HA que podrían estar ligadas al 





4.5.4.3 Efecto del tensoactivo no iónico Tergitol 
NP 10 (Ter NP10) 
 
Ilustración 92. Estructura de Tergitol 
Ter (tergitol NP 10) es un tensoactivo de carácter no iónico y del tipo poliglicol éter.  
Se esperaba, por su carácter no iónico, que este tensoactivo no modificara la 
mineralización Est. de la MCH.  Sin embargo, luego de la mineralización Est. + Ter., los 
depósitos formados en la MCH se observaron más dispersos y en menor cantidad y 
tamaño que los depósitos minerales de la MCH mineralizada Est (ilustración 26 y 53). 
Estos depósitos, que aparecen en el tercer día, no cambian sus características en el 
quinto día. 
Además, aunque es visible la banda de fosfatos en el espectro FTIR luego de la 
mineralización, esta banda se observa con intensidad débil. Los depósitos minerales en 
estas condiciones (Est. + Ter), produjeron un patrón de difracción que no fue apto para 
identificar alguna fase cristalina (ilustración 63). 
La composición de estos minerales, según el análisis de deconvolución de la banda de 
fosfatos del espectro de FTIR y el espectro Raman, es de DCPD y OCP (ilustración 59 y 
62). La proporción molar Ca/P cambió de 0.66 a 1.54 de la MCH mineralizada Est. y la 
MCH Est.+Ter. Cabe aclarar que dicho cambio en la proporción molar Ca/P se asocia 
más con otros aspectos, descritos en las consideraciones de la técnica en la sección 
4.3.1 
En estudios anteriores a este, el uso de tensoactivos no iónicos favoreció la elaboración 




En dicho estudio, al parecer, el uso del tensoactivo pluronic p123, produce micelas 
hexagonales que moldean el mineral, pues los cristales obtenidos fueron en forma de 
varilla y además orientados hacia el eje c —al igual que los cristales de bioapatita. Sin 
embargo, dicho efecto se debe a la formación micelar, más que a la acción del 
tensoactivo sobre una superficie y menos aún sobre la superficie de una membrana 
orgánica. 
Nuestros resultados no mostraron que el tensoactivo no iónico que se utilizó promoviera 
la nucleación de fosfatos de calcio, como tampoco su estructuración u orientación en los 
depósitos formados. En contraste, los resultados de nuestro estudio muestran que el 
tensoactivo no iónico tergitol NP10, parece tener un efecto que inhibe la nucleación de 
fosfatos de calcio.  
El resultado final de la precipitación de fosfatos de calcio en este estudio y en otros varía 
considerablemente y depende también de otras condiciones como las variables 
experimentales de precipitación, la proporción molar de agua y surfactante utilizada, el 
carácter del surfactante, entre otras (122). Además, puede ser que los efectos 
observados por los tensoactivos utilizados en este estudio se deban más a la naturaleza 
y propiedades químicas del tensoactivo,  que a su carácter no iónico. Por esta razón se 
recomienda evaluar otros tensoactivos en la mineralización biomimética de sales de 
calcio. 
Los tensoactivos sí modificaron la tensión superficial de las MCH y, en consecuencia, su 
mineralización biomimética. De los tres tensoactivos, el único que favoreció y aceleró la 
mineralización fue el tensoactivo aniónico LSS, cuyo efecto produjo un mineral que 
incluso por DRX se identificó como hidroxiapatita carbonatada (base de datos COD) e 
hidroxiapatita (ICCD). Los otros dos tensoactivos mostraron efectos desfavorables en 
comparación con la MCH mineralizada Est., produciendo depósitos muy pequeños o casi 
imperceptibles en las micrografías SEM, no identificables con DRX, de baja intensidad en 




4.5.5 Modificación de la composición iónica (Sin SBF) 
La composición iónica de los fluidos corporales se encuentra sobresaturada con respecto 
a la bioapatita (25), este es el efecto del SBF (124), el cual imita las condiciones iónicas 
de los fluidos corporales. 
En las micrografías SEM, el depósito de los minerales es perceptible a partir del tercer 
día, con gránulos amorfos y rugosos de poco tamaño. La situación no es muy diferente 
para el quinto día, y aunque se observan un poco más de depósitos, el tamaño de estos 
no cambia.  
El análisis de FTIR-ATR muestra un débil pico de fosfatos en el primer día, en el tercer 
día no es visible y en el quinto día se dibuja de nuevo en el espectro. Es posible que esto 
se deba a que, además de que el SBF está sobresaturado con respecto a la apatita, 
también se adiciona calcio y fosfato en las condiciones estándar de mineralización con el 
objetivo de mantener condiciones de sobresaturación, necesarias para la precipitación de 
sales de calcio. Sin SBF, la sobresaturación es más lenta y la reacción de la solución 
tenderá al equilibrio, formando fases minerales metaestables. En la deconvolución de 
esta muestra se observan bandas atribuidas a HA, OCP y DCPC. Las probabilidades de 
que se forme hidroxiapatita son bajas, posiblemente las bandas correspondan a DCPD y 
a OCP. 
El patrón de difracción muestra picos en 2θ= 28, 32 y 33, los cuales son característicos 
del patrón de difracción de la hidroxiapatita. Sin embargo, este patrón carece de un 
mayor número de picos de difracción para poder ser caracterizado con HighScore Plus.  
El SBF parece proporcionar condiciones químicas de fuerza iónica y sobresaturación 
necesarias para la mineralización de las MCH. Si se comparan los depósitos con las 
MCH mineralizadas en condiciones estándar, la mineralización sin SBF produce 




4.5.6 Efecto del método de obtención de la MCH en la 
mineralización (obtención manual y por solubilización del 
mineral de la cáscara con EDTA-Na2, HCl y CH3COOH) 
La solubilización de la cáscara con soluciones ácidas se realizó para encontrar un 
método más rápido que la separación manual. Pero primero se debía evaluar el efecto de 
dichos métodos en la estructura de la membrana. Dicho análisis, que se encuentra en la 
sección 3.2, arrojó dos resultados importantes: el primero es que todas las soluciones 
ácidas utilizadas en este proceso afectan la estructura de la membrana, aunque en 
distinta medida, siendo el de mayor proporción el HCl, seguido del EDTA y por último el 
ácido acético (CH3COOH el cual resultó ser el que mejor conserva la estructura de la 
membrana. El segundo resultado nos muestra que, a pesar de que se usó una 
concentración de las soluciones ácidas en donde se contempló un exceso calculado para 
disolver la cáscara y que se dejó un tiempo considerable en estas soluciones (24 horas), 
la desmineralización fue incompleta, ya que en los espectros de infrarrojo de todas las 
membranas tratadas se observaron bandas de absorción relacionadas con el mineral de 
la cáscara (ilustración 29 y 30).  
La hipótesis planteada acerca de cómo mineralizarían estas MCH obtenidas por 
disolución ácida, consiste en que, debido a que su estructura se ve alterada tras el 
procedimiento de obtención, la mineralización se deterioraría, y sucedería de manera 
similar a la MCH Sep. M., mineralizada Est., pero, en este caso, con alteraciones poco 
deseables en características como la composición, la morfología, el tamaño y la cantidad 
de los depósitos minerales.  
Como se describe en el artículo publicado para esta sección39, los estudios que 
describen los métodos de separación de la MCH son heterogéneos en metodología. 
Además tampoco fue posible encontrar artículos donde, luego de separar las membranas 
con soluciones ácidas, dichas membranas se mineralizaran en condiciones biomiméticas. 
Por lo tanto, no contábamos con antecedentes sobre el efecto del método de obtención 
en la mineralización de ortofosfatos de calcio en MCH. 
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Lo que observamos en la mineralización de estas MCH obtenidas mediante disolución 
con soluciones ácidas de la cáscara de huevo es que la MCH Sep. Acético, mineralizó 
con mejores características que la MCH Sep. M., Est., con depósitos compuestos por 
cristales de hojas planas, que llenan los espacios inter fibrilares (ilustración 75, g, h, e i). 
Aunque en el espectro de infrarrojo es posible ver que la intensidad de las bandas 
proteicas de la MCH no disminuye (ilustración 76), sí fue posible identificar este mineral 
como hidroxiapatita (tanto en la base de datos COD como en ICCD) (Tabla 20). No 
obstante, su composición principal es de OCP, siendo de este ortofosfato de calcio la 
mayoría de las frecuencias vibracionales de la deconvolución de la banda de fosfatos y el 
pico evidenciado en espectroscopía Raman (ilustración 79 e Ilustración 80). 
Por otra parte, la mineralización de la MCH Sep. EDTA., produce un depósito que no 
tiene estas hojas planas sino más bien una capa o recubrimiento de textura rugosa, la 
cual se ubica preferencialmente en los espacios interfibrilares (Ilustración 75). Aunque de 
fuerte intensidad en el espectro FTIR-ATR (ilustración 76), este mineral presenta un 
patrón de difracción sin líneas de difracción definidas y, por lo tanto, no se pudo 
identificar por DRX (ilustración 81). La composición de este mineral es principalmente 
OCP (ilustración 78 e Ilustración 80), aunque presenta una banda de absorción de HA en 
la deconvolución de la banda de fosfatos (ilustración 78). 
Por último, la mineralización de la MCH Sep. HCl., nos muestra un depósito de tamaño 
pequeño (ilustración 75), de poca intensidad en FTIR (ilustración 76) y con un patrón de 
difracción que no es apto para realizar identificación de fase cristalina (ilustración 81). La 
composición de este mineral, según el análisis de deconvolución de la banda de fosfatos 
de IR, es de DCPD, OCP y beta-TCP (ilustración 78 e Ilustración 80). 
Con estos resultados podemos deducir que el método de separación de la MCH con 
ácido acético afecta la estructura de la membrana, más sin embargo también mejora su 
mineralización en condiciones biomiméticas. Mientras que los otros dos métodos (Sep. 





El efecto favorecedor de la Sep. Acético podría atribuirse a la incorporación de esta 
sustancia en la estructura de la MCH. Sin embargo, es un aspecto que deberá estudiarse 
con mayor profundidad en futuros estudios. 
4.5.7 Modificación del tiempo de síntesis (14 días) 
 
El tiempo de síntesis es un factor clave, produce depósitos organizados y con morfología 
definida. Se trata de rosetas con hojas planas que se agregan en capas y cubren la 
membrana uniformemente. El espectro FTIR-ATR sólo muestra un pico intenso en la 
región de fosfatos, las bandas de la membrana no son visibles en el espectro. La 
deconvolución muestra principalmente bandas de OCP. El análisis EDS muestra una 
relación molar Ca/P de 1.62, similar a la bioapatita y congruente con otros resultados. El 
patrón XRD se identificó como “hidroxiapatita dental”. El tiempo de síntesis parece ser un 
factor clave en la síntesis de fosfatos de calcio, pues permite que el mineral madure y 
que además lo haga con una morfología estructurada. 
El patrón de difracción incluso fue apto para realizar refinamiento Rietveld, aunque los 
conteos no fueron suficientes para realizar un análisis cuantitativo, sí permitieron 
determinar el tamaño de cristalito de este mineral sintetizado. Este análisis se encuentra 
en el Anexo.  
 
4.5.8 Mineralización de otros tipos de membrana 
 
La hipótesis que teníamos acerca de cómo se comportaría la membrana de poliestireno 
sulfonado para inducir la mineralización de sales de calcio, consistía principalmente en 
que los grupos negativos -SO3H —muy numerosos en la membrana—, una vez ionizados 
en la solución, atraerían los iones calcio de carga positiva Ca2+, y de esta manera, con un 
mecanismo similar al mecanismo ionotrópico, nucleara fosfatos de calcio. Sin embargo, 




A pesar de que sólo encontramos un artículo que utilizaba poliestireno sulfonado para 
producir fosfatos de calcio (87) —aunque, siendo más precisos, dicho estudio utilizó 
poliestireno sódico sulfonado— no lo usó en forma de membrana y mineralizó el 
poliestireno con osteoblastos y no con un método biomimético. Esperábamos que esta 
membrana funcionara como un control positivo, por su fuerte capacidad para movilizar 
cationes, demostrada para otras aplicaciones como la descontaminación de aguas 
residuales. 
Lo que observamos después de incubar la membrana de PSS en nuestro montaje 
experimental para su mineralización, fue un pequeño depósito, el cual, al ser analizado, 
no pudo demostrarse que fuera de fosfatos de calcio. En FTIR, no se observó la 
formación de la banda de fosfatos en las posiciones de 900-1200cm-1, en Raman 
tampoco surgió ninguna banda relacionada con estos compuestos y el espectro amorfo 
del PSS de DRX permaneció casi similar, sin cambios que pudieran atribuirse a una capa 
mineral. Ninguno de los análisis pudo demostrar que se formó mineral compuesto por 
fosfato de calcio. 
Esto quiere decir que nuestra hipótesis acerca del posible mecanismo ionotrópico que 
esta membrana tendría para mineralizar, no se reduce a la presencia de una gran 
cantidad de cargas negativas, sino que es posible que hagan falta otras condiciones, 
como la posición y distribución de dichas cargas, las cuales necesitan ser evaluadas.  
Si comparamos la membrana de PSS con la MCH, ambas tendrían grupos funcionales 
que proveen cargas negativas, en el caso de PSS es el grupo sulfónico -SO3H y en el 
caso de la MCH es el proteoglicano de las mamilas. Sin embargo, las distancias a las 
cuales se encuentran estos grupos funcionales y su distribución son diferente en cada 
una de las membranas.  
Mientras que, por una parte, los grupos sulfónicos en la membrana de PSS se 
encuentran densamente distribuidos en la membrana y separados entre sí a distancias 
muy cortas (del orden molecular), en la MCH hay zonas más densamente cubiertas con 
mamilas que otras, y las distancias entre ellas no son moleculares sino del orden de 





Ilustración 93. Distribución y distancia de las mamilas en la superficie externa de la MCH. Es posible observar 
en la micrografía SEM, que mientras una zona (la izquierda) presenta algunas mamilas de gran tamaño 
pobremente distribuidas y con distancias entre sí de 2 a 8 µm, en la otra zona (la derecha) estas mamilas, de 
menor tamaño, se encuentran más densamente distribuidas y también a menor distancia. Micrografía 
analizada con ImageJ. 
 
Es importante anotar también que, dependiendo del método de elaboración de la 
membrana de PSS, es posible que se puedan posicionar estas cargas negativas con otra 
distribución y, en futuros experimentos, determinar si hay otro posible componente de 
estas membranas que inhiba la nucleación de fosfatos de calcio. Además, también se 
sugiere aplicar protocolos de análisis cuantitativo para descartar el resultado de la no 
mineralización de estas membranas obtenido en este estudio.  
Por último, también se recomienda realizar un análisis más minucioso del número, las 
distancias y la distribución de las mamilas de la MCH en tres dimensiones, aquí se 
realizó en una imagen bidimensional que no es la más adecuada para estudiar estos 
aspectos, con este análisis se podría profundizar en el papel de estas características en 




5. Conclusiones y recomendaciones 
5.1 Conclusiones 
 
Respondiendo a los objetivos planteados se anotan las conclusiones: 
1. Obtención de la MCH: 
La disolución de la cáscara de huevo con ácido acético —después de la 
separación manual— es, de los métodos evaluados, el que más preserva la 
estructura de la MCH. Dicho método podría utilizarse para obtener la MCH en 
procesos a gran escala (cómo procesos industriales). 
2. Aplicabilidad de la MCH para inducir el crecimiento de sales de fosfato de 
calcio: 
La MCH es útil para inducir el crecimiento de sales de fosfato de calcio y, bajo 
ciertas condiciones, es posible obtener minerales de ortofosfatos de calcio 
apatíticos. 
3. Condiciones biomiméticas: 
Las condiciones con las que se obtuvo mejores características de biomimetismo 
en los depósitos minerales inducidos por la MCH son: la temperatura a 40°C, el 
uso de SBF, el tiempo de maduración de 14d y la obtención de la MCH con ácido 
acético. 
4. Aplicabilidad para elaborar materiales biomiméticos: 
Además de inducir el crecimiento de sales de ortofosfato de calcio, la MCH es 
aplicable para desarrollar materiales sostenibles y biomiméticos de los tejidos 
mineralizados dentales, los cuales, a futuro, pueden utilizarse como materiales 













 Evaluar las causas de la disolución incompleta de la cáscara con soluciones 
ácidas. 
 Continuar en la búsqueda de un método para separar la membrana de forma más 
efectiva que la separación manual o disolución con ácidos, de forma que, en lo 
posible, no se altere la estructura de la membrana de cáscara de huevo. 
 Estudiar con métodos cuantitativos las condiciones de mineralización que 
generaron un mejor biomimetismo en los depósitos de ortofosfatos de calcio en 
las MCH. 
 Analizar la distribución tridimensional de las mamilas de la membrana, y la 













A. Anexo: Calibración con patrón 
externo de SEM-EDS 
Para la calibración del detector se utilizaron fosfatos de calcio sólidos en polvo, grado 
analítico y relación molar Ca/P conocida y se compararon con la relación Ca/P de los 
mismos sólidos en polvo, medida con el detector de EDS del equipo Tescan Vega. 














Fosfato tricálcico (TCP) 1,5 1.88 
Hidroxiapatita (Hap) 1,67 1.82 
 





Tabla 25. Curva de calibración EDS 
Se determinó la pendiente e intersección, y para determinar la relación Ca/P de las 
muestras se aplicó la siguiente fórmula: 
   




-   : concentración desconocida de la muestra. 
-    relación Ca/P de la muestra medida con EDS. 
-    intersección de la recta. 
-  : pendiente de la recta. 
 




1.88 y = 1.21x + 0.0633 








































































Relación molar Ca/P real 





Ilustración 94. Imágenes SEM de electrones retrodispersados de la MCH. Día 1, 3 y 5 de la MCH separada manualmente 
de la cáscara y mineralizada en las condiciones estándar (obtención manual de la MCH, pH 7.4, 37°C, 5 días). (a), (b) y 
(c), MCH después del día 1 de mineralización, a 800x, 3000x y 12000x. (d), (e) y (f), MCH después del día 3 de 
mineralización, a 800x, 3000x y 12000x. (g), (h) e (i), MCH después del día 5 de mineralización, a 800x, 3000x y 12000x. 
30Kv. Las imágenes de electrones secundarios se describen en la sección 3.3,  
 
Ilustración 95. Imágenes SEM de electrones secundarios de la MCH, mineralizada con modificación de la temperatura de 
síntesis a 40°C (obtención manual de la MCH, pH 7.4, 40°C, 5 días). (a), (b) y (c), MCH después del día 1 de 
mineralización a 800x, 3000x y 12000x. (e), (f) y (g), MCH después del día 3 de mineralización, a 800x, 3000x y 12000x. 
(i), (j) y (k), MCH después del día 5 de mineralización, a 800x, 300x y 12000x. 30 Kv. Las imágenes de electrones 





Ilustración 96. Imágenes SEM de electrones retrodispersados de la MCH, mineralizada con modificación del pH a 8.4 
(obtención manual de la MCH, pH 8.4, 37°C, 5 días). (a), (b) y (c), MCH después del día 1 de mineralización, a 800x, 
3000x y 12000x. (e), (f) y (g), MCH después del día 3 de mineralización, a 800x, 3000x y 12000x. (i), (j) y (k), MCH 
después del día 5 de mineralización, a 800x, 300x y 12000x. Las imágenes con electrones secundarios se encuentran en 
la sección 3.6.1.  
 
Ilustración 97.Imágenes SEM de electrones retrodispersados de la MCH, mineralizada con modificación del pH a 9.4 
(obtención manual de la MCH, pH 9.4, 37°C, 5 días). (a), (b) y (c), MCH después del día 1 de mineralización, a 800x, 




después del día 5 de mineralización, a 800x, 3000x y 12000x. Las imágenes con electrones secundarios se encuentran en 
la sección 3.7.1.  
 
 
Ilustración 98. Imágenes SEM de electrones retrodispersados de la MCH mineralizada en condiciones estándar y con 
adición de LSS. (e, f y g) día 3, 800x, 3000x y 12000x. (i, j y k) día 5, 800x, 3000x y 12000x. Las imágenes con electrones 
secundarios se encuentran en la sección 3.8.1.  
 
Ilustración 99. Imágenes SEM de electrones retrodispersados de la MCH mineralizada en condiciones estándar y con 
adición de CCP. (a, b y c) día 1 800x, 3000x y 12000x, (e, f y g) día 3, 800x, 3000x y 12000x. (i, j y k) día 5, 800x, 3000x y 





Ilustración 100. Imágenes SEM de electrones retrodispersados de la MCH mineralizada en condiciones estándar y con 
adición de Ter. (a,b y c) día 1, 800x, 3000x y 12000x (e, f y g) día 3, 800x, 3000x y 12000x. (i, j y k) día 5, 800x, 3000x y 
12000x.  
 
Ilustración 101.Imágenes SEM de electrones retrodispersados de la MCH mineralizada con modificación de la composición 




del día 3 de mineralización, a 800x, 3000x y 12000x. (i, j y k) MCH después del día 5 de mineralización, a 800x, 3000x y 
12000x.  Las imágenes con electrones secundarios se encuentran en la sección 3.9.1.. 
 
Ilustración 102. Imágenes SEM de electrones secundarios de la MCH obtenida por solubilización de la cáscara con EDTA-
Na2 y mineralizada en condiciones estándar después del día 5 de mineralización a 800x, 3000x y 12000x. Las imágenes 
con electrones secundarios se encuentran en la  
  
Ilustración 103. Imágenes SEM de electrones secundarios de la MCH obtenida por solubilización de la cáscara con HCl y 
mineralizada en condiciones estándar después del día 5 de mineralización a 800x, 3000x y 12000x. Las imágenes con 
electrones secundarios se encuentran en la  
 
 
Ilustración 104. Imágenes SEM de electrones secundarios de la MCH obtenida por solubilización de la cáscara con 
CH3COOH y mineralizada en condiciones estándar después del día 5 de mineralización a 800x, 3000x y 12000x. Las 






Ilustración 105.Imágenes SEM de electrones retrodispersados de la MCH mineralizada en condiciones estándar con 
modificación del tiempo de síntesis (14 días) a 800x, 3000x y 12000x. Las imágenes de electrones retrodispersados se 
encuentran en la sección 3.11  
C. Anexo: Refinamiento Rietveld 
Determinación de tamaño de 
cristalito y microtensión de apatita 
biomimética en MCH mineralizada 
con condiciones estándar y 
modificación de 14 días. 
El análisis de cuantificación de la fase se realiza con la ficha CIF correspondiente a una 
Hydroxyapatita dental (Ca9;40Na0;20Mg0;10P5;22O25;02H0;92) disponible en la base 
de datos COD_2014 (Crystallography Open Database) los picos reportados en la base de 





Ilustración 106. Difractograma de muestra de MCH mineralizada en condiciones estándar con modificación del tiempo de 
síntesis a 14 días de síntesis. 
La (Ilustración 106), muestra un contenido amorfo debido a la curvatura de la base, 





Ilustración 107.  Picos presentes en el patrón de difracción “hidroxiapatita dental” reportado en la base de 
datos COD_2014. 
En el proceso de identificación de la fase, como se muestra en la ilustración 107, los 
picos presentes en la muestra pertenecen a una “hidroxiapatita dental”. Es necesario 
notar que en este proceso de identificación el software no identifica la naturaleza de la 
fase amorfa de la muestra. Tanto el difractómetro como el software identifican el 






Ilustración 108. Identificación de la fase de Hidroxiapatita dental de la muestra con 14 días de síntesis, pH de 7.4 y 
temperatura de 37°C. 
Además de la identificación cualitativa de la fase cristalina se realizó un refinamiento 
Rietveld para cuantificar la fase. Con el resultado del refinamiento se puede deducir el 
tamaño del cristalito y la micro tensión presente. Este estudio se efectúa de forma similar 
para cuatro diferentes funciones de perfil. Las funciones de perfil modelan una curva 
teórica que es comparada con los datos experimentales reportados en el difractograma 
de la ilustración 107. Las funciones de perfil usadas fueron: Pseudo-Voight, Voigt, 







Ilustración 109. Vista entre un ángulo    entre 30 y 36°, refinados con diferentes funciones de perfil. a) Pseudo-Voigt, b) 
Voig, c) Pearson VII y d) Pseudo Voigt 3. 
 
Índices de concordancia: 
 
La veracidad de los resultados del refinamiento es evaluada mediante las variables de 
confianza calculadas por el software. Estas variables dan cuenta de la dispersión de los 
datos experimentales con el modelo teórico de las funciones de perfil.  
 
P es el parámetro estimado por mínimos cuadrados. Para que se considere un buen 
refinamiento     debe ser menor a 10 y  
  menor a 4.  
 
Los resultados del refinamiento por las diferentes funciones disponibles en el software se 











Pearson VII Voigt Pseudo Voigt 3 
Tamaño [Å] 130 134 130 124 
Tensión -0.17 -0.17 -0.20 -0.21 
    4.62515 4.63337 4.84417 4.67741 
Fidelidad del ajuste 1.6735 1.6789 1.8323 1.7110 
Coef. Sneyder 17.2529 24.0373 22.7290 16.8821 
 
Tabla 26. Parámetros de confianza del refinamiento Rietveld para las diferentes funciones de perfil. 
 
De la tabla se deduce que los resultados para los cuatro refinamientos son aceptables. 
Sin embargo, se les realizó otro refinamiento adicional a los datos del difractograma. En 
este refinamiento adicional se refina la celda unitaria, lo que permite modelar todos los 
anchos medios de los picos y obtener un valor global para el tamaño del cristalito y la 
micro tensión. El parámetro de Sneyder debe ser mayor a 20 para que los valores sean 
aceptables. De lo anterior se deduce que las funciones que mejores resultados dan al 
refinamiento de la celda unitaria corresponden a los resultados con Pearson VII y Voigt. A 






Ilustración 110. Resultados de Williamson-Hall para el tamaño del cristalito y la micro tensión con las diferentes funciones 
de perfil.  
 
Comparando las figuras de Williamson-Hall (ilustración 110) y la (Tabla 26), se puede 
observar que la dispersión de los datos para la gráfica de Williamson-Hall de la función 
Pearson VII no pueden ser representados por una línea recta. De esta forma se concluye 
que el valor aceptado para el tamaño del cristalito y la micro tensión corresponde a    Å 
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